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CRESCE A PLANTA, floresce,
A flor abrindo, cresce.

Murcha a flor. E eu, que vejo
Crescer planta e flor, e esse
Murchar também, desejo

Saber qual é a prece,

O suspiro, 0 ensejo

A dar ao que entrevejo.

Fernando Pessoa, 1921



Agradecimentos

Primeiramente agradeco a Deus por ter colocado tantas pessoas boas em meu caminho
que tornaram estes quatro anos muito prazerosos, e que, de alguma forma, contribuiram com
este trabalho.

Entre estas pessoas estdo meus pais Valdemir e Maria Goreti, e meus irmé&os Rhelvis e
Raissa, pelo carinho, afeto, e por ainda acreditarem em mim.

Agradeco ao Dr. Ciro Cesar Zanini Branco pelo convivio em todos estes anos (desde a
graduacdo), pelos valiosos ensinamentos e exemplos praticos de como ser um 6timo professor
e pesquisador, e pela amizade.

Agradeco ao Dr Joaquim Gongalves Machado Neto por ter aceitado ser meu
coorientador e pelas idéias que ajudaram no amadurecimento desta tese.

Agradeco aos professores Dr. Orlando Necchi Junior e Dr. Luiz Fernando Rolim de
Almeida pela disposi¢édo em compartilhar conosco seus conhecimentos sobre a metodologia das
analises de evolucao do oxigénio dissolvido e da fluorescéncia de clorofila a, sem os quais ndo
seria possivel a realizacdo deste trabalho.

Agradeco a Claudia, minha namorada e melhor amiga, por compartilhar comigo os
momentos bons e me dar suporte nos momentos ruins, além de todo o0 amor e carinho concedido.

Agradeco aos proprietarios das fazendas onde os riachos amostrados estdo inseridos por
permitirem as coletas, em especial, aos senhores Paulo e Roséngela Almeida pelo acolhimento
e auxilio na prospecc¢do de novas macroalgas.

Agradeco ao professor Dr. Pitagoras da Conceicdo Bispo e a todos os amigos que
também fazem, ou que ja fizeram, parte do Laboratdrio de Biologia Aquética (LABIA) pela
ajuda inestiméavel e pelos agradaveis momentos de descontracdo, e em especial ao Lucas Kortz
pela amizade e parceria na realizacdo dos experimentos.

Agradeco a todos os demais familiares e amigos que, estando longe ou préximos,
sempre me apoiaram.

Por ultimo, agradeco também ao CNPq pelo auxilio financeiro concedido.



Sumario

RESUIMIO ...ttt bbb bt s bt b e e R e et e e b e oAbt e bt e b e e bt e bt e n bt ekt e ae e nbeeb e e besbeebe e benre s 6
N o] 1 - [od S 7
0 goTo (U Tor= To TN -1 | USSR 8

JUSHITICALIVA 8 ODJEIIVOS ... ettt 17
Referéncias BiDIIOGIAfiCaS ..........cociiiiiie s 18

Capitulo 1. Assessment of the potential toxicity of glyphosate-based herbicides and their
degradation products on the photosynthesis of Nitella microcarpa var. wrightii (Charophyceae)

................................................................................................................................................................ 30
A o] 1 - [od ST P 31
8 (T [ o 1 o] o SR USSP 31
Materials aNA METNOAS ........cccoieiiici bttt st b e 32
o | £ S PSSS 33
PROLOSYNTNETIC FALE .....eeviiiicic e st be st e s be e re e besbeebesbeeeesbeetaesrenre s 33
DaArk reSPIFatION FALE ........eiveieieiieiietiite ettt ettt b e bbbttt bbb 33
ChIOrOPNYH @ CONLENT.......c.eiiieieie ettt s be e et e s be e e besteesbesbeebesbeeneesrenrean 35
I TS L1 o o PSS 35
L] (=] =] 1001 OSSPSR 37
Capitulo 2. Efeito de herbicidas a base de glifosato, e seu produto de degradacéo, sobre as
respostas fotossintéticas de macroalgas verdes em ambientes 16ticos tropicais.........c..ccccvevrerienins 39
RESUIMIO ...ttt b e b e s b e s b et e h bt e R bt ekt e ke e b e e eb bt e s bt e mb e e bt e nbeenheeenneanneennis 40
INEFOAUGED. ...ttt b e h bbb bbbt b et b bbb nn e 41
MALEFTAL € IMELOTOS ...ttt ettt e st et et et e s e st et e aneebesbenneneneas 43
=TT 1 =T [0SR 46
Respostas fotossintéticas aos tratamentos experimentais utilizando glifosato grau técnico............. 46
EvoluGao do OXigENIO dISSOIVIAD .....c..euveiieiiiiiiiisie e 46
(O [0 o] ] F= - SO 47
Fluorescéncia da ClOrofila @ .........covvieeiiiiec e 47
Respostas fotossintéticas aos tratamentos experimentais utilizando a formulagdo Roundup®......... 49
EvOlUGAO0 dO OXIgENIO AISSOIVIAD .....c.veveiieiieiesiisie e 49
(O o] (11 == SRR 51
Fluorescéncia da ClOrofila @ .........c.ocvieiii i 51
Respostas fotossintéticas aos tratamentos experimentais utilizando o tratamento com AMPA ........ 52
(S Vo] (0o Tl [ol o) (o T<] T oo TSt ] LY7o o IS 52
(0 o] (o] 11 T S 53
Fluorescencia da ClOrofila @ ........coooveieieiec e 53
TS0 LSS Lo TS 54
Referéncias BibIIGrafiCaS ...ttt s ae e 58

Capitulo 3. Efeito da combinacao de herbicidas a base de glifosato e 2,4-D sobre as respostas
fotossintéticas de macroalgas verdes de ambientes 10tiCOS trOpPICaIS. ........ccoceverereeieieieneiesesiens 82



[ LT U1 . Lo 83

] 0 oo (1 o= o TSRS 84
MALEFTAIS € IMELOTOS .......cuiieiiiteeeee ettt bbbt bbbt et sb et enas 86
RESUITATOS ... bbbt b bbbt 88
EvOlUGAO0 dO OXIGENIO QISSOIVIAD ...ttt 88
CHOTOTOFHA @ ...ttt 89
Fluorescencia da ClOrofila @..........cooviiiiiieee e 89
DISCUSSAOD ...tttk b kbbb bbb bbb bbb bbbt bbbt 90
Referéncias BIDIIGIrAFICAS ..........coiiiieic s 91
CONCIUSEO GEIAI ...ttt bbb bbbt 104
Refer&ncias BIDIIGrAFICAS ..........coiiiiiiii e 106
Material SUPIEMENTAT ..ottt bbb 108
Método da evolucao do oxigénio dissolvido - Técnica dos frascos claros e escuros...............o..... 108
Método da mensuracdo da concentragdo da clorofila @ .........c.cocoviiiiniiiniiici e 109

Método da avaliacéo de parametros fotossintéticos utilizando a analise da fluorescéncia da
(03 o] o) 11 - T VPSSRSO 110

Referéncias BibIIOGIATICAS ..........cco i st ns 113



Resumo

Herbicidas podem atingir ambientes aquaticos em regibes agricolas, afetando os produtores
primarios e, consequentemente, a teia tréfica e a ciclagem de nutrientes. Neste contexto,
macroalgas lo6ticas do filo Chlorophyta foram coletadas, cultivadas, e submetidas a trés
concentrages diferentes (0,28; 3,5; e 6 mg L) de glifosato grau técnico e da formulagéo
comercial Roundup®, e uma concentragdo (0,03 mg L™) de acido aminometilfosfonico
(AMPA), além do grupo controle (0 mg L), para a avalicio da resposta fotossintética através
da evolucdo do oxigénio dissolvido, da fluorescéncia da clorofila a, e da concentracdo de
clorofila a, realizados ap6s um e sete dias de exposicdo ao herbicida. Os resultados mostram
que, no geral, 0 Roundup® foi o herbicida que mais afetou negativamente as respostas
fotossintéticas das macroalgas testadas, gerando danos ao aparato fotossintético, provocando
reducdes na taxa de fotossintese liquida, e na concentracdo de clorofila a. O glifosato grau
técnico e o AMPA também causaram efeitos inibitdrios significativos para a resposta
fotossintética, ainda que em uma escala menor. Em relacdo as concentracOes utilizadas, a
concentracdo de 0,28 mg L™, que corresponde ao limite permitido pela legislacdo brasileira
para a agua destinada a irrigacdo e consumo animal, gerou reducdes efetivas na resposta
fotossintética de Nitella microcarpa var. wrightii (Roundup®) Nitella subglomerata (glifosato
grau técnico e Roundup®) e Desmidium grevillei (Roundup®). A concentracdo de 0,03 mg L
! utilizada no tratamento com AMPA também inibiu a resposta fotossintética de Oedogonium
sp. e Spirogyra sp. Em um segundo experimento, as mesmas analises foram utilizadas para
avaliar a mistura de herbicidas glifosato (Roundup®) e acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)
(Bratt®) nas concentragdes recomendadas pelos fabricantes (3,5 mg L e 2,0 mg L%,
respectivamente). Neste experimento, a mistura destes herbicidas gerou poucos efeitos
significativos na resposta fotossintética quando comparado aos resultados do tratamento com
Roundup®, sugerindo haver um efeito antagdnico para a maioria das macroalgas estudadas. De
modo geral, os resultados de ambos os experimentos indicam que a forma como o herbicida
glifosato se apresenta para as macroalgas testadas no ambiente aquéatico (e.g. na presenca do
surfactante, degradado em AMPA, combinado com o 2,4-D), pode gerar flutuagbes na
produtividade (inibi¢do ou estimulo) ao longo do tempo de modo taxon-especifico, ressaltando
a necessidade de mais estudos sobre os efeitos de possiveis contaminantes ambientais em

produtores primarios de ambientes aquéticos.

Palavras-chave: glifosato, AMPA, 2,4-D, fotossintese, macroalgas verdes.



Abstract

Herbicides can contaminate aquatic environments in agricultural regions, affecting primary
producers and, consequently, the food web and nutrient cycling. In this context, lotic
macroalgae of the phylum Chlorophyta were collected and cultivated in three different
concentrations (0.28; 3.5; and 6 mg L) of technical grade glyphosate and Roundup®, and one
concentration (0.03 mg L) of aminomethylphosphonic acid (AMPA), in addition to the control
group (0 mg L™). Were evaluated the photosynthetic response through the oxygen evolution,
chlorophyll a fluorescence, and the chlorophyll a concentration, performed with one and seven
days of exposure to the herbicide. The results show that, in general, Roundup® was the
herbicide most negatively affected the photosynthetic responses of macroalgae tested, causing
damage to the photosynthetic apparatus, reducing the photosynthetic rates, and chlorophyll a
concentration. Technical grade glyphosate and AMPA likewise caused significant inhibitory
effects on the photosynthetic response, although on a smaller scale. About the concentrations
used, the 0.28 mg L, which correspond to the limit for Brazilian law in water for irrigation and
animal consumption, led to effective reductions in the photosynthetic response of Nitella
microcarpa var. wrightii (Roundup®) Nitella subglomerata (glyphosate technical grade and
Roundup®) and Desmidium grevillei (Roundup®). The concentration of 0.03 mg L* used in
the AMPA treatment also inhibited the photosynthetic response of Oedogonium sp. and
Spirogyra sp. In a second experiment, the same analyses were performed for a mixture of
herbicides glyphosate (Roundup®) and 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (Bratt®) at the
recommended concentration to control weeds (3.5 mg L "t and 2.0 mg L%, respectively). In this
experiment, the mixture of these herbicides, when comparing the results with the Roundup®
treatment, caused few effects on the photosynthetic response, suggesting an antagonistic effect
for most of the macroalgae studied. In general, the results of both experiments, indicate that the
form that these herbicides take in the environment (e.g. with surfactant, degraded in AMPA,
combined with 2,4-D), can generate fluctuations (inhibition or stimulation) on productivity over
time in taxon-specific variation, highlighting the need for further studies on the effects of

possible environmental contaminants on primary producers of aquatic environments.

Key words: glyphosate, AMPA, 2,4-D, photosynthesis, green macroalgae.



Introducéo Geral

A alta demanda de alimentos, decorrente do grande crescimento da populagdo mundial,
impulsiona cada vez mais as praticas agricolas intensivas que visam 0 aumento da
produtividade (Galli & Montesuma, 2005; Green et al., 2005; Kleijn et al., 2009). O controle
de pragas na agricultura passou a ser uma necessidade, e a aplicacdo de pesticidas tornou-se
uma das principais ferramentas utilizadas para atingir este objetivo (Jurado et al., 2011; Price
& Kelton, 2011). Os pesticidas podem ser classificados de acordo com o grupo alvo de sua agédo
como sendo inseticidas, fungicidas e herbicidas, por exemplo (Jurado et al., 2011). Estes
ultimos, herbicidas, sdo responsaveis por eliminar do agrossistema as plantas que néo
apresentam interesse econdémico (daninhas), e que competem por espago e nutrientes com as
demais cultivaveis (Galli & Montesuma, 2005; Green et al., 2005; Kleijn et al., 2009).

Os herbicidas correspondem a classe de pesticidas mais utilizada na agricultura,
entretanto, a utilizacdo de substancias quimicas no controle de plantas indesejaveis ndo é uma
pratica empregada somente na agricultura (Jurado et al., 2011). Por muitos anos foram
utilizados residuos de petréleo, minérios de arsénico, &cido sulfirico, e sais de cobre para o
controle de plantas que cresciam sobre as linhas de trem, uma vez que estas substancias
matavam todas as plantas e mantinham um efeito residual no solo por varios meses, ou até
mesmo anos (Jurado et al., 2011).

Na agricultura, entretanto, os herbicidas seletivos tendem a ser comercialmente mais
vantajosos por permitirem que somente as plantas cultivadas sobrevivam. A seletividade pode
ser baseada em diferencas morfologicas, como por exemplo no tamanho e na textura das folhas,
que influencia diretamente na quantidade de herbicida que é absorvido ou escoado para o solo;
em diferencas bioguimicas, que podem determinar se a planta possui ou ndo a capacidade de
metabolizar o herbicida, ndo sendo portanto suscetivel aos efeitos deletérios; ou ainda
topondmica, quando o herbicida é administrado de forma a entrar e contato somente com a
planta daninha (Jurado et al., 2011; Carvalho, 2013).

O controle quimico seletivo foi iniciado com a produgdo do acido 2,4 —
diclorofenoxiacético (2,4-D), em 1941, durante a segunda guerra mundial, sendo anunciado
publicamente somente ao final da guerra e utilizado comercialmente, nos EUA, a partir de 1947
(Jurado et al., 2011; Oliveira Jr., 2011). Com a chegada dos herbicidas seletivos ao mercado,
foi possivel aumentar a produtividade e, concomitantemente, reduzir a méo de obra necessaria

para o controle das plantas daninhas, que antes era realizada de forma manual (Price & Kelton,



2011). Estes beneficios gerados pelo controle quimico, provavelmente, estimularam o aumento
das pesquisas na area de desenvolvimento de novos herbicidas (Jurado et al., 2011).

De fato, com o advento da técnica de transgenia na década de 1990, foi possivel alcancar
um nivel maior de seletividade. A combinacdo de herbicidas ndo seletivos, como o glifosato e
o glufosinato, com plantas que adquiriram resisténcia por meio da transgenia, permitiu a
utilizacdo desses herbicidas em p6s emergéncia, 0 que gerou uma reducdo ainda maior dos
custos com resultados mais efetivos (Derpsch & Friedrich, 2009).

Outro avango necessario para a utilizacdo comercial dos herbicidas residiu no aumento
da capacidade do ingrediente ativo em alcancar o local preciso onde na planta ocorre o seu
mecanismo de acdo, ou seja, no 6rgdo vegetal em que ele provoca a lesdo biofisica e/ou
bioquimica que impede (ou reduz) o seu desenvolvimento. Para obter tal eficiéncia, 0s
herbicidas tém sido comercializados em formulagdes que apresentam, além do ingrediente
ativo, adjuvantes (ex. surfactantes) que, embora ndo apresentem propriedade fitossanitaria,
agem de modo a garantir a estabilidade da solugéo e aumentar a eficiéncia do ingrediente ativo
(Carvalho, 2013).

Historicamente, solucbes contendo sabdo e éleo de origem animal foram utilizados
como adjuvantes na agricultura antes de 1900 (Gillette, 1888; Hazen, 2000). Gragas aos avangos
nas pesquisas, hoje existem adjuvantes para as mais diversas fungdes, como por exemplo 0s
surfactantes, que reduzem a tensao superficial dos liquidos; os quelatizantes, responsaveis por
isolarem as cargas elétricas, suprimindo a reatividade dos ions; 0s espessantes, que aumentam
a viscosidade; e os tamponantes, que mantém o pH dentro da faixa desejada (Carvalho, 2013).

No Brasil, existem hoje cerca de 149 ingredientes ativos de herbicidas, classificados em
25 grupos de mecanismos de agéo, que sdo vendidos na forma de 636 formulagGes comerciais
(MAPA, 2017), sendo o glifosato o ingrediente ativo mais utilizado no Brasil, alcancando a
marca de 194,8 mil toneladas vendidas no ano de 2014 (IBAMA, 2016).

O glifosato, ou N-(fosfonometil) glicina, desenvolvido e inicialmente comercializado
pela empresa Monsanto na década de 1970, é um herbicida nédo seletivo pos-emergente muito
utilizado mundialmente no controle de ervas daninhas e de espécies invasoras (Woodburn,
2000; Papchenkova et al., 2009).

A popularizagdo da técnica de plantio direto, ao qual o processo de semeadura é
realizada sob uma cobertura vegetal morta, ajudou a disseminar inicialmente o uso do glifosato
no periodo de pré-plantio para o dessecamento das plantas daninhas (Pérez et al., 2011; Wagner
et al., 2013). Entretanto, foi com o avanco das pesquisas em transgenia que o glifosato

realmente se consolidou no mercado (Price & Kelton, 2011). O Brasil concentra atualmente
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cerca de 23% da area cultivada com culturas transgénicas do mundo, sendo a cultura da soja
resistente ao glifoato a grande responsavel pela popularizacéo desse herbicida no pais (Wagner
et al., 2013; Rodrigues et al., 2016).

Com o fim da patente do Roundup® e o aumento das areas cultivadas com plantas
tolerantes ao glifosato, o nimero de formulages comerciais de herbicidas a base de glifosato
aumentou (Duke & Powles, 2008). Estas formulagdes, além de variarem na concentragcdo de
glifosato, variam em relacdo a concentracdo e a identidade do(s) adjuvante(s) utilizado(s). E,
em geral, a identidade do adjuvante ndo € apresentado pelo fabricante, o que dificulta as
pesquisas sobre substancias que compde a formulacdo comercial (Howe et al., 2004; Annet et
al., 2014).

O glifosato, por ser um derivado do aminoacido glicina, apresenta uma alta solubilidade
em éagua (11,6 g L a 25°C) e € insolivel a solventes organicos como etanol e acetona. No
entanto, os fabricantes optam por utilizar o glifosato na forma de sais de amdnio, dimetil
amonio, potassio, isopropilamina ou trimesium, por apresentarem uma solubilidade em agua
muito maior (Székacs & Darvas, 2012). O Roundup® apresenta o glifosato na forma de sal de
isopropilamina e, por essa razdo, a concentracdo de glifosato expressa na bula do produto é
referido em termos de acido equivalente.

As formulacdes comerciais de glifosato apresentam também diversos surfactantes ndo
ibnicos que atuam como facilitadores na absor¢do do glifosato pela planta (Hazen, 2000) e,
assim como todos os adjuvantes presentes em formulacdes comerciais, sao considerados
inertes. Entretanto, o surfactante polioxietileno amina (POEA) € apontado como responsavel
pelo aumento da toxicidade da formulagdo comercial quando comparada com o glifosato puro
(Powell et al., 1991; Giesy et al., 2000; Tsui & Chu, 2003; Székacs & Béla Darvas, 2012;
Battaglin et al., 2014). Em decorréncia dessa discrepancia entre formulacdo comercial e
ingrediente ativo, em 1996, a empresa Monsanto foi obrigada pela justica americana a retirar
de seus antincios os termos “environmentally friendly” e “biodegradable” (Székacs & Darvas,
2012). No entanto, a persisténcia do POEA em ambientes aquaticos € pouco estudada, pois a
metodologia para quantificar esse surfactante ainda esta em processo de consolidagdo, embora
estudos recentes tenham demonstrado que a meia vida do POEA na coluna d'agua seja baixa
(13 - 18h - Wang et al., 2005; 3,2 — 5,3h - Rodriguez-Gil et al., 2017).

A preocupagdo com os efeitos nocivos de herbicidas a base de glifosato em vertebrados
tem crescido nos ultimos anos, uma vez que em trabalhos recentemente publicados ha relatos
de que o glifosato pode desencadear efeitos teratogénicos (Paganelli et al., 2010) e induzir o

estresse oxidativo (EI-Shenawy, 2009; Astiz et al., 2012). Em 2015, a Agéncia Internacional de
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Pesquisa sobre o Céancer classificou o glifosato como provavel carcinogénico para 0s seres
humanos (IARC, 2015), embora a agéncia europeia "European Food Safety Authority", apds a
reavaliacdo do glifosato, tenha concluido que é improvavel que o glifosato seja carcinogénico
(EFSA, 2015).

O processo de degradacdo do glifosato é mediado predominantemente por bactérias
(Giesy et al., 2000), que dependendo da espécie envolvida, pode ocorrer via desfosforilagdo ou
descarboxilacdo. Na via de desfosforilacdo, 0 metabolito intermediario gerado € a glicina, ja
na via de descarboxilacdo, o metabdlito intermediario é o acido aminometilfosfénico (AMPA),
sendo esta via a mais comum. (Giesy et al., 2000, Székacs & Darvas, 2012).

O tempo de degradacdo do AMPA, que resulta na formacao de agua, diéxido de carbono
e fosfato inorgéanico, tende a ser superior ao tempo de degradacdo do glifosato em AMPA, o
que explica o fato do AMPA ser detectado no ambiente com maior frequéncia em relacdo ao
glifosato (Székéacs & Darvas, 2012; Battaglin et al., 2014; Poiger et al., 2017). De fato, a
presenca do AMPA em ambientes aquaticos proximos a areas agricultaveis pode indicar um
evento de contaminacdo por glifosato (Battaglin et al., 2005), no entanto, 0 AMPA pode ser
gerado também a partir da degradacdo de detergentes oriundos de residuos industriais e
domésticos (Jaworska et al., 2002). Embora seja pouco estudado, 0 AMPA também é
considerado um herbicida, tendo seus préprios efeitos inibitdrios sobre a sintese de clorofila,
ampliado assim os efeitos indiretos do glifosato (Gomes et al., 2014).

O glifosato tem uma alta capacidade de sorcéo, podendo se ligar no solo com cations
(p.ex., AP* e Fe®") através de ligacdes covalente ou com substancias htimicas pela formagcéo de
pontes de hidrogénio (Yamada & Castro, 2007). No entanto, a adsorgdo do glifosato no solo
depende também do pH, cujo aumento determina uma menor adsorcdo do herbicida, e da
concentracdo de fosfato, que compete com o glifosato pelos mesmos sitios de ligacdo (Yamada
& Castro, 2007; Székacs & Darvas, 2012; Nguyen et al., 2016). Quando o glifosato se encontra
adsorvido no solo, ele se torna indisponivel para as comunidades bacterianas, o que acaba por
aumentar seu tempo de degradacéo (Veiga et al., 2001; Yamada & Castro, 2007). Outros fatores
também afetam o tempo de degradacdo do glifosato pelas comunidades bacterianas, como
temperatura, humidade, e a propria composi¢do dessas comunidades em relacdo a proporcao de
microrganismos capazes de degrada-lo (Székacs & Darvas, 2012; Annet et al., 2014; Nguyen
et al., 2016).

O glifosato é absorvido através das folhas e tende a ser translocado via simplasto até os
tecidos meristeméticos da planta (Pérez et al., 2011). Sua acdo reside na via metabolica da

sintese de aminoacidos aromaticos por meio de inibicdo competitiva com a enzima EPSPs (5-
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enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase), presente em plantas, fungos e bactérias, bloqueando a
sintese dos aminoacidos aromaéticos fenilalanina, tirosina e triptofano, e causando acumulo de
acido chiquimico e de acidos hidroxibenzoicos nas plantas (Devine et al., 1993; de Maria et al.,
2006; Forlani et al., 2008; Saenz & Di Marzio, 2009) (Fig. 1). A interrupcdo dessa via
metabdlica acaba por inibir a produgdo de importantes metabolicos secundérios como a
vitamina K, tetrahidrofolato, ubiquinona, antocianinas, lignina, compostos fendlicos, e
fitoalexinas responsaveis pela protecdo da planta a infec¢bes (Yamada & Castro, 2007; Gomes
et al., 2014). Os efeitos do glifosato tornam-se visiveis nas plantas através dos primeiros
quadros de clorose, que evoluem para a necrose, podendo ocorrer também deformidade nas
folhas e nas raizes (Henry et al., 2007; Pérez et al., 2011).

Uma série de efeitos secundarios desencadeados pelo glifosato tem sido reportado em
muitos trabalhos (Yamada & Castro, 2007; Zobiole et al., 2012; Serra et al. 2013; Gomes et al.,
2014). Por se acumular em tecidos com alta atividade metabdlica, o glifosato pode causar a
inibicdo da biossintese do acido indolilacético e interferir no crescimento da planta (Yamada &
Castro, 2007; Gomes et al., 2014). Até mesmo a formacdo de nddulos em leguminosas pode
ser afetada em decorréncia das alteracdes metabolicas geradas pelo glifosato (de Maria et al.,
2006; Gomes et al., 2014). O glifosato pode ainda se ligar a cations como Ca*?, Fe*3 e Mn*2
gracas a sua alta capacidade de sor¢do, 0 que, consequentemente, acarreta na inibicdo dos
processos de translocagdo desses nutrientes (Su et al. 2009; Zobiole et al., 2012); causar o
aumento do estresse oxidativo em decorréncia da inibicdo da sintese de aminoacidos aromaticos
(Serra et al. 2013; Gomes et al., 2014); e reduzir a formacdo de microtibulos, retardando a
divisdo celular, levando a nucleos com aparéncia lobada e causando malformacgdes nos
cloroplastos (Campbell et al., 1976; Vaughn & Duke, 1986).

Dentre os efeitos produzidos pelo glifosato, certamente, um dos mais relevantes se
relaciona com o processo fotossintético. Na fotossintese, este herbicida tende a reduzir a taxa
fotossintética das plantas por gerar um desvio de carbono para a sintese do chiquimato. Ap6s a
inibicdo da enzima EPSPs, o arogenato, inibidor alostérico da enzima 3-deoxi-D-arabino-
heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHPS), deixa de ser produzido, gerando uma constante
utilizacdo de eritrose-4-fosfato nesta via metabolica e, consequentemente, deixando de atuar na
regeneracdo da ribulose-1,5-bifosfato no ciclo de Calvin (Geiger et al., 1986; 1987; Shieh et
al., 1991) (Fig. 1). Adicionalmente, a interrupgdo da sintese do chiquimato reduz a sintese de
proteinas associadas ao fotossitema Il (PSII), causando uma reducdo na taxa de transporte de
elétrons, na eficiéncia efetiva do PSII, na concentragdo de NADP (nicotinamida adenina

dinucleotideo) e NADPH (fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida) e aumento da
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dissipacdo de energia ndo fotoquimica (Vivancos et al., 2011; Yanniccari et al., 2012) (Fig. 1).
Outros efeitos indiretos do glifosato na fotossintese correspondem a inibicdo da sintese de
diversos compostos como carotenoides, clorofila, acidos graxos e aminoacidos (Yamada &
Castro, 2007; Vera et al., 2014; Gomes et al., 2014; 2017).

Em relacdo a redugédo na concentracdo de clorofila gerada pelo glifosato, este herbicida
pode atuar de forma direta na degradagdo da clorofila em feofitina através da formacédo de
espécies reativas de oxigénio (Gomes et al., 2017), ou atuar de forma indireta através da
formacgédo de AMPA, que ¢ o responsavel pela inibicdo da sintese do acido 5-aminolevulinico
(ALA), um precursor da biossintese da clorofila (Siqueira et al., 1999; Reddy et al., 2014;
Gomes et al., 2014; 2017).

O grande aumento na utilizacdo do glifosato durante os Gltimos anos, impulsionado pela
introducdo de culturas tolerantes ao glifosato e também pela queda da patente no ano 2000,
gerou uma pressdo seletiva sobre as plantas daninhas ocasionando a selecdo de bidtipos
resistentes ao herbicida (Christoffoleti, 2001; Duke & Powles, 2008; Christoffoleti & Nicolal,
2016). Desde o primeiro caso de resisténcia ao glifosato registrado em 1996 para Lolium
rigidum na Australia (Pratley et al., 1999; Pérez et al., 2011), o nimero de plantas resistentes
vem crescendo a cada ano (Pérez et al., 2011; Christoffoleti & Nicolai, 2016). Atualmente,
existem cerca de 279 bidtipos resistentes ao glifosato, dos quais 12 estdo presentes no Brasil
(Heap, 2017).

Os mecanismos que conferem resisténcia ao glifosato podem estar relacionado com a
modificacdo estrutural da enzima EPSPs, com o translocamento do herbicida na planta e com
0 aumento da producdo da enzima EPSPs (Gaines et al., 2010; Powles & Yu, 2010; Price &
Kelton, 2011; Christoffoleti & Nicolai, 2016).

A enzima EPSPs pode sofrer mutacdes que afetam o sitio de ligacdo com o glifosato,
reduzindo sua afinidade com o herbicida (Christoffoleti & Nicolai, 2016). Caso a mutacdo nao
inviabilize o bom funcionamento da enzima, o bidtipo resistente pode sobreviver a uma
concentracdo de herbicida até cinco vezes maior que a concentragdo necessaria para matar o
bidtipo suscetivel (Baerson et al.,2002). JA& o aumento da producdo de enzima EPSPs,
relacionado com a superexpressdo génica também pode conferir aspectos de resisténcia ao
glifosato a planta (Gaines et al., 2010), embora o nivel de resisténcia seja relativamente baixo
(Vencill et al., 2011). Em relagdo ao translocamento do herbicida dentro da planta, ja foram
reportadas mudancas do padrdo observado em biotipos resistentes quando comparados a
bidtipos suscetiveis. Em um estudo com Lolium rigidum, verificou-se que os bidtipos

suscetiveis tendem a apresentarem uma maior concentracdo de glifosato nos tecidos das raizes,
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enquanto que os bidtipos resistentes mantinham o glifosato nas pontas das folhas (Lorraine-
Colwill et al., 2002). Outra forma de resisténcia relacionada ao translocamento diferenciado do
herbicida em bidtipos resistentes consiste no acimulo de glifosato dentro do vactolo das
células, impedindo que o mesmo atinja seu local de acdo (Ge et al., 2010; Vencill et al., 2011).

Em decorréncia do nimero crescente de bidtipos resistentes no Brasil e no mundo, a
utilizacdo de herbicidas a base de glifosato deve ser cada vez mais racionalizada dentro de
sistema de manejo de modo a prevenir o surgimento de novos bi6tipos (Christoffoleti & Lopez-
Ovejero, 2008; Christoffoleti & Nicolai, 2016). Estas medidas preventivas visam a reducao da
pressdo de seletiva sobre as plantas daninhas, através da rotacdo de cultura, rotacdo de
herbicidas e da utilizacdo conjunta de herbicidas de mecanismos de acdo distintos
(Christoffoleti & Nicolai, 2016). Em regra, quando as plantas daninhas resistentes ao glifosato
estdo presentes nas areas de cultivo, a aplicacdo conjunta de glifosato com outro herbicida de
mecanismo de acdo distinto € uma das medidas mais empregadas por produtores rurais
(Christoffoleti & Lopez-Ovejero, 2008; Christoffoleti & Nicolai, 2016).

Entre os herbicidas que podem ser usados em conjunto com o glifosato, existem os
mimetizadores de auxinas, como o herbicida acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) que pode
ser utilizado em mistura com o glifosato em aplicacGes de dessecagdo no periodo de pré-plantio
(Moreira et al. 2007; Takano et al., 2013). O 2,4-D, por conta deste tipo de manejo, é 0 segundo
herbicida mais vendido no Brasil (IBAMA, 2016). O 2,4-D é utilizado em dicotileddneas,
gerando inicialmente anomalias de crescimento e aumento na concentracdo de clorofila,
culminando em danos aos cloroplastos e alteracfes no processo de respiracdo e fotossintese
pela formacdo de espécies reativas de oxigénio (Christoffoleti & Lopez-Ovejero, 2008;
Grossmann, 2010).

Formulagdes comerciais contendo o glifosato como principio ativo sdo consideradas
"ambientalmente seguras", porque o glifosato é fortemente adsorvido pelo solo e rapidamente
degradado por microrganismos, o que supostamente evitaria que 0 mesmo fosse absorvido por
plantas ndo-alvo ou escoado para aguas subterraneas e superficiais (Giesy et al., 2000; Solomon
& Thompson, 2003). No entanto, condi¢Ges naturais inadequadas para a aplicagéo do herbicida,
como precipitacdes ocorrendo poucos dias ap6s 0 manejo e/ou fortes rajadas de vento capazes
de levar o herbicida pulverizado até os ambientes aquaticos adjacentes, ou mesmo falhas
humanas durante a aplicacdo podem gerar redugdes no nimero de espécies e influenciar os
padroes de fluxo de energia e a ciclagem de nutrientes desses ecossistemas (Blasioli et al., 2011;
Pérez et al., 2011; Battaglin et al., 2014; Magbanua et al., 2016).
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N&o séo apenas 0s ambientes aquaticos adjacentes a areas agricolas que estdo suscetiveis
aos eventos de contaminacao por herbicidas a base de glifosato. Este herbicida também é muito
utilizado no manejo de gramados e jardins (Battaglin et al., 2014; Annet et al., 2016; Poiger et
al., 2017), podendo ser encontrado em concentracdes semelhantes aos reportados para 0s
riachos em areas agricolas (Mahler et al., 2017).

A concentracdo de glifosato na dgua permitida por lei varia de acordo com o pais em
questdo. Os EUA limitam a concentracdo de glifosato na agua a 0,7 mg L (United States
Environmental Protection Agency, 2009), enquanto que a Comunidade Econémica Europeia
estabelece a concentragdo maxima isolada em 0,0001 mg L e a concentragdo maxima da
mistura de agrotoxicos em 0,0005 mg L (European Union, 1998). No Brasil, o limite de
concentracdo de glifosato na 4gua, estabelecido pela resolucéo n°357/05 do Conselho Nacional
do Meio Ambiente, para as categorias de agua doce nas classes | e Il (destinadas ao consumo
humano) corresponde a 0,065 mg L™e para agua doce na classe 111 (destinada a irrigagéo e ao
consumo animal) 0,28 mg L (CONAMA, 2005). Por sua vez, o Ministério da Salde, na
portaria n°® 2914 publicada em 2011, estabelece para o padrédo de potabilidade da agua o valor
méaximo permitido de 0,5 mg L de glifosato e AMPA em conjunto (Ministério da Sadde, 2011).

Os surfactantes presentes em herbicidas a base de glifosato (p.ex., POEA) ndo séo
indicados para aplicagdes em ambientes aquaticos, por isso formula¢fes comerciais sem a
presenca de surfactantes (p.ex., Rodeo®) sio utilizados na Europa, nos EUA e no Canada (Annet
et al., 2014; Rodriguez-Gil et al., 2017). Mas a partir da Resolucdo CONAMA n° 467 (2015)
pulicada em 17 de julho de 2015, que “dispde sobre critérios para a autorizagdo de uso de
produtos ou de agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos para o controle de
organismos ou contaminantes em corpos hidricos superficiais e dd outras providéncias”, a
utilizacdo de formulacdes comerciais a base de glifosato (e de qualquer outro herbicida) torna-
se possivel, ainda que esta formulacdo comercial contenha surfactantes (Pompéo, 2017). Além
disso, esta resolucdo ndo prioriza o controle adequado das fontes poluentes que chegam até os
corpos d’agua (p.ex., residuos industriais ou esgoto doméstico) onde ocorre 0 crescimento
excessivo dos organismos indesejados e nem define quais organismos podem ser controlados
(p.ex., nativos ou invasores) (Pompéo, 2017).

Alguns estudos que avaliaram o efeito do glifosato grau técnico (principio ativo) e/ou
da mistura entre o glifosato e surfactantes (formulagdo comercial) sobre os produtores primarios
de ambientes aquaticos sdo encontrados na literatura. Por exemplo, ja foram reportados efeitos
do glifosato sobre a composicao de pigmentos fotossintetizantes (Pérez et al., 2007; Issa et al.,

2013; Veraetal., 2014) e sobre a taxa fotossintética em microalgas de ambientes l6ticos (Saenz
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& Di Marzio, 2009). H& ainda estudos que demonstraram que, mesmo em concentracdes baixas,
herbicidas podem afetar o crescimento do microalgas em ambientes Iénticos (Boutin et al.,
2000), e de macroalgas marinhas. (Kittle 11l & McDermid, 2016). Para as macrofitas, ha
registros de um amplo intervalo de sensibilidade quando se considera diferentes organismos
(Peterson et al., 1994; Michel et al., 2004). Sobrero et al. (2007) constataram uma redugédo na
taxa de crescimento da macréfita Lemna gibba quando exposta a uma concentracdo de 1 mg L
! de glifosato. Ja em bridfitas, um estudo de longa duracio constatou uma forte reduco na
abundancia e riqueza de espécies sob efeito de altas concentracdes de glifosato no meio
(Newmaster et al., 1999). Além disso, os autores verificaram que o efeito do herbicida sob estas
comunidades é duradouro, uma vez que o inicio da recuperacdo das condi¢fes encontradas na
comunidade antes da sua aplicacdo ocorreu apenas quatro anos ap0os o término do experimento.

Em relacdo as algas bentdnicas dulciaquicolas, foram realizados trabalhos
majoritariamente envolvendo microalgas perifiticas, e o resultado destes estudos sugerem que
diferentes respostas ao glifosato sdo observadas dependendo do filo algal analisado. Assim, o
efeito do glifosato pode, por exemplo, ser negativo para a comunidade perifitica, afetando
significativamente a composicdo original destas comunidades ao reduzir o percentual de
cobertura das diatoméaceas nele presente (Forlani et al., 2008; Vera et al., 2010). Em um outro
estudo realizado em mesocosmos para verificar os efeitos do Glifosato Atanor® sobre a
comunidade perifitica, constatou-se o favorecimento do crescimento de algas verdes
filamentosas dos géneros Oedogonium e Mougeotia e, principalmente, de cianobactérias (Vera
etal., 2012).

De fato, h& diversos estudos que evidenciam a capacidade de tolerancia das
cianobactérias ao glifosato (Powell et al., 1991; Forlani et al., 2008; 2015). Estas algas podem
apresentar mecanismos de defesa que incluem: baixa permeabilidade das células ao glifosato;
reconhecimento do glifosato como um substrato por parte de algumas enzimas hidroliticas,
ainda que de forma pouco eficiente, e a presenca da forma monomérica da enzima EPSPs em
algumas espécies, que se mostra mais tolerante em relagdo a forma homodimérica (Forlani et
al., 2008; 2015). Do mesmo modo, a alga verde Scenedesmus vacuolatus teve o seu crescimento
estimulado quando submetida a baixas concentracdes de glifosato (Daouk et al., 2013).
Provavelmente, esse aumento na taxa de crescimento estid relacionado ao aumento da
concentracdo de fosforo gerado no processo de degradacdo do herbicida (Forlani et al., 2008;
Daouk et al., 2013). A esse efeito estimulador de crescimento proporcionado por baixas
concentragdes de herbicidas € atribuido o termo hormese (Cedergreen et al., 2007; Sdenz & Di
Marzio, 2009; Belz & Duke, 2014).



17

Para o grupo das macroalgas de ambientes I6ticos, existe uma grande excasses de
estudos que avaliem o impacto do glifosato nestes produtores primarios. Contudo, um estudo
publicado recentemente sobre a avaliacdo da resposta fotossintética da macroalga verde Nitella
microcarpa var. wrightii H. Groves & J. Groves submetida a herbicidas a base de glifosato
mostrou que sua produtividade pode sofrer variagcdes ao longo do tempo em decorréncia de um
evento de contaminacdo ambiental por glifosato (Oliveira et al., 2016). Este efeito na
produtividade mostra-se preocupante, uma vez que, as macroalgas verdes, tendem a formarem
as comunidades mais dominantes e mais diversas, principalmente em ambientes com alta
irradiancia (Necchi, 2004; Oliveira et al., 2013; Peres et al., 2017). Em decorréncia dessa alta
representatividade, estes produtores primarios desempenham um papel fundamental na
manutencdo da cadeia trofica dos ambientes l6ticos, e qualquer efeito negativo na produtividade
dessas macroalgas pode ser desastroso para a manutencdo desses ecossistemas (Sheath &
Burkholder 1985, Stevenson, 1996; Okada & Watanabe, 2002).

Justificativa e Objetivos

Considerando (i) o risco ja relatado em diversos estudos que mostram que o glifosato
ndo é totalmente adsorvido pelo solo e pode alcancar os ambientes aquaticos (Legris & Couture,
1989; Newton et al., 1994; Couture et al., 1995; Battaglin et al., 2005; 2014), (ii) o potencial
risco da presenca de AMPA nesses ambientes e (iii) a tendéncia no aumento da utilizacdo da
mistura entre glifosato e outros herbicidas de diferentes mecanismos de acdo (Christoffoleti &
Lopez-Ovejero 2008; Takano et al., 2013; Christoffoleti & Nicolai, 2016), estudos que avaliem
o efeito toxico potencial do glifosato, sobre as macroalgas l6ticas, especialmente as verdes,
tornam-se extremamente relevantes para a compreensdo da dindmica ecoldgica destas
comunidades em particular e dos ecossistemas I6ticos como um todo. Em adigdo, investigaces
dessa natureza podem viabilizar a utilizacdo desses organismos no biomonitoramento de
ambientes aquaticos impactados.

Assim, este trabalho teve por objetivos: i) avaliar o impacto do glifosato grau técnico,
da formulacdo comercial Roundup®, e do AMPA sobre as macroalgas verdes de ambientes
I6ticos (Nitella microcarpa var. wrightii H. Groves & J. Groves, Oedogonium sp., Nitella
subglomerata A. Braun, Spirogyra sp., e Desmidium grevillei (Kitzing ex Ralfs) De Bary) (Fig. 2) por
meio do monitoramento de dados da produtividade primaria (taxa fotossintética liquida e
respiracdo no escuro), de determinados parametros oriundos da fluorescéncia da clorofila a (
rendimento quantico efetivo do PSII - ®ps)i, “quenching” fotoquimico - gP, dissipagéo de calor

no complexo antena do PSII - D, e dissipacgdo de calor pelo centro de reagcdo do PSII - E) e da
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concentracdo de clorofila a; ii) comparar os dados mensurados para cada espécie de forma a
identificar padrdes de respostas, caso existam; iii) analisar os efeitos do uso combinado dos
herbicidas Roundup® (glifosato) e Bratt® (2,4-D), uma vez que a administracdo conjunta de
herbicidas de diferentes mecanismos de acédo tende a aumentar na agricultura; iv) avaliar o0 uso
potencial destas macroalgas verdes como organismos bioindicadores para a contaminacéo
ambiental pelos herbicidas testados.

As seguintes hipoteses iniciais foram formuladas: i) as respostas experimentais tendem
a ser diretamente relacionadas as doses testadas, sendo que, doses menores devem provocar
efeitos menos danosos nas respostas fotossintéticas das macroalgas do que doses maiores; ii) a
aplicacdo de herbicidas combinados (ou seja, Roundup® e Bratt®) tende a produzir maiores
efeitos danosos sobre as respostas fotossintéticas das macroalgas verdes investigadas e iii) 0
aumento do tempo de exposic¢ao das macroalgas aos herbicidas, assim como as doses testadas,

deve gerar 0 aumento da magnitude dos efeitos inibitorios na resposta fotossintética.
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Figura 1. Representagdo do mecanismo de acdo do glifosato. Em verde estdo os compostos
que, ao serem afetados pela interrup¢do do glifosato na via metabolica do chiquimato, geram

efeitos na fotossintese (ver Introducdo Geral). Adaptado de Christoffoleti & Lépez-Ovejero

(2008).
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Figura 2. Macroalgas verdes de ambientes l6ticos submetidas a herbicidas a base de glifosato

utilizadas na avaliacdo das respostas fotossintéticas.
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Assessment of the potential toxicity of glyphosate-based herbicides on the

photosynthesis of Nitella microcarpa var. wrightii (Charophyceae)
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ABSTRACT: Although macroalgae are considered one of the most important primary producers in streams, to our
knowledge there has been no research on the effects of herbicides on these organisms. Such studies are crucial for
improving our understanding of the impact of these substances on stream ecology. In this study, we assess the effects of
technical-grade glyphosate, Roundup and aminomethylphosphonic acid (AMPA; the main degradation product of
glyphosate) on the photosynthetic rate, dark respiration rate and chlorophyll @ content of Nitella microcarpa var. wrightii,
a green algae found worldwide. Three concentrations of technical-grade glyphosate and Roundup were tested (0.28, 3.5
and 6 mg 1), while for AMPA only one concentration was evaluated (0.03 mg I""). Our results indicate that glyphosate
has a stronger inhibitory effect on photosynthetic rate when applied in association with a surfactant (Roundup). These
effects are related both to the concentration of the active ingredient and to exposure time. On the other hand, treatment
with AMPA had a stimulatory effect on the photosynthetic rate, which may be associated with an increased supply of
phosphorus available to the algae from the AMPA degradation process. From an ecological perspective, our results show
that the ecological distribution of N. microcarpa var. wrightii, in terms of both spatial and temporal scales, can be affected
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by glyphosate-based herbicides in streams.
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INTRODUCTION

Herbicides containing glyphosate, N-(phosphonomethyl)
glycine, are the most widely used herbicides in Brazil, with
almost 188,000 tons sold in 2013 (IBAMA 2013). Absorbed
by the plant through the leaves, glyphosate acts on aromatic
amino acid synthesis by competitive inhibition of the enzyme
EPSPs (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase),
blocking the metabolic synthesis of phenylalanine, tyrosine
and tryptophan (Forlani er al. 2008). Some secondary effects
have also been reported (Zobiole et al. 2012; Serra et al.
2013; Gomes et al. 2014), such as the assimilation of Ca, Fe
and Mn, which can be affected by the glyphosate complex-
ation of these nutrients, inhibiting the translocation process-
es inside the plant (Senem Su et @/. 2009; Zobiole et al. 2012).
The increased oxidative stress caused by the inhibition of
aromatic amino acid synthesis has been observed with
greater concentrations of ascorbate and inositol (Serra et
al. 2013; Gomes ef al. 2014). Glyphosate reduces the
formation of microtubules, slowing down cell division,
leading to nuclei with a lobed appearance and causing
malformations in chloroplasts, which acquire a spiral shape,
or disruptions of the chloroplast envelope (Campbell et al.
1976; Vaughn & Duke 1986).

The photosynthetic rate is affected by the drainage of
carbon from the Calvin cycle for the synthesis of shikimate.
After the inhibition of EPSP, arogenate, the allosteric
inhibitor of 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate
synthase, stops being produced, resulting in the consumption
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of erythrose-4-phosphate in this pathway and the inhibition
of the regeneration of ribulose-1,5-bisphosphate in the
Calvin cycle (Gomes et al. 2014). However, exactly how
glyphosate inhibits chlorophyll synthesis is still not clear.
Some studies have shown that the main degradation product
of glyphosate, aminomethylphosphonic acid (AMPA), is
responsible for this effect, although the exact mechanism
remains unknown (Reddy er al. 2004; Serra et al. 2013;
Gomes et al. 2014).

Several studies from around the world have uncovered
cases of glyphosate contamination in streams (Battaglin et
al. 2005; Peruzzo et al. 2008). Samples from 51 streams
belonging to nine Midwest states in the United States
revealed the presence of glyphosate and AMPA in 36% and
69% of samples, respectively (Battaglin et al. 2005). Runoff
analysis of natural rainfall uncovered extremely high
concentrations of glyphosate (up to 5.2 mg I''; Edwards er
al. 1980). Furthermore, high glyphosate concentrations have
also been reported in streams from forests in the United
States (1.24 mg I”'; Newton er al. 1994) and the Argentinean
pampas (0.7 mg I”'; Peruzzo et al. 2008). In terms of AMPA
concentrations in surface water, a review by Villeneuve et al.
(2011) reported concentrations ranging from 0.04 to 66 pg 1™
in Canada, 0.02 to 41 pg "' in the United States and 2.1 to
48.1 pg "' in France. In a more recent study involving
streams located in agricultural regions of the United States,
the average concentration of AMPA ranged from 0.14 to 26
pg 17! (Coupe et al. 2012).

The glyphosate concentration of water permitted by law
varies depending on the country. In the United States, the
limit of glyphosate permitted in drinking water is 0.7 mg ™'
(US Environmental Protection Agency 2009); whereas, for
the Council of the European Union (1998), the maximum
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concentration allowed in drinking water is 0.0001 mg1~', and
the maximum concentration of a pesticide mixture is 0.0005
mg 1. In Brazil, the limit for glyphosate established by
Resolution No. 357/05 of the National Environmental
Council (2005) for drinking water is 0.065 mg 1™'; whereas,
inl water for irrigation and animal consumption, it is 0.28 mg
7%

In terms of freshwater benthic algae, studies investigating
the physiological and/or ecological effects of glyphosate-
based herbicides on these organisms have been conducted
using only microbial communities (Tsui & Chu 2003; Pérez
et al. 2007; Vera et al. 2010, 2012; Pizarro et al. 2016). Some
have suggested that responses to glyphosate exposure are
specific to the species involved and, more generally, among
algal phyla (Vera et al. 2010, 2012). A reduction in cover due
to glyphosate exposure was observed in diatoms (Vera et al.
2010); whereas, a significant increase in the growth of
filamentous green algae and cyanobacteria was reported in a
periphyton community (Vera et al. 2012). The green alga
Scenedesmus vacuolatus Shihira & Krauss was also stimu-
lated when subjected to low concentrations of glyphosate
(Daouk et al. 2013). This increase in growth rate is probably
related to an increase in the concentration of phosphorus
generated by the herbicide degradation process (Forlani ez
al. 2008; Daouk et al. 2013).

To date, no studies have been published describing the
possible effects of glyphosate-based or other herbicides on
the macroscopic components of freshwater benthic algae
referred to as macroalgae (Sheath & Cole 1992). However,
considering the contamination risks reported elsewhere
(Edwards er al. 1980; Newton et al. 1994; Villeneuve et al.
2011; Coupe et al. 2012) and the fact that macroalgae are
considered one of the most important primary producers in
streams and an ideal organism for monitoring water quality
in lotic habitats (Branco et al. 2014), experimental studies
evaluating the potential toxic effects of glyphosate-based
herbicides on these organisms are vital to improve our
understanding of the impact of these substances on stream
systems.

Among stream macroalgae, those belonging to the green
algal family Characeae play an important ecological role in
aquatic ecosystems (Van Donk & Van de Bund 2002).
Members of this family, which are considered among the
closest relatives of terrestrial plants (Karol ez al. 2001), have
a strong influence on nutrient cycling and, as a consequence,
on the richness and abundance of plankton (Van Donk &
Van de Bund 2002). In addition, the group is considered an
indicator of healthy and clear-water ecosystems (Krause
1981), and their ecological features make them particularly
relevant in the management of water and wetlands (Van Nes
et al. 2002).

Thus, our aim is to assess the effects of technical-grade
glyphosate, AMPA, and a commercial glyphosate-based
herbicide (Roundup) on the photosynthetic rate, dark
respiration rate and chlorophyll @ content of a tropical
stream green macroalga. Considering the phylogenetic
proximity of Nitella microcarpa var. wrightii H. Groves &
J. Groves to terrestrial plants, we hypothesised that macro-
algae would be sensitive to glyphosate-based herbicides and
AMPA, suffering an inhibition of photosynthetic rate and
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chlorophyll @ content and an increase in dark respiration
rate after exposure to herbicides.

MATERIAL AND METHODS

Considering the relevance of charophycean green algae to
aquatic ecosystems, the present study used N. microcarpa
var. wrightii as a test organism. Samples containing
specimens of N. microcarpa var. wrightii were collected in a
stream in western Sdo Paulo State (22°38'52”S, and
50°12'14"W), southeastern Brazil. The stretch of the stream
where the macroalgal samples were gathered is characterized
by continuous rock substrate, low current velocity (0.35 =
0.02 m s, X + 5) and sunlight to the bottom of the stream
(an ‘opened stream’, according to the classification by
DeNicola er al. [1992]). After being collected, the specimens
were placed in flasks with stream water and sent to the
laboratory in vivo, where they were cleaned and weighed.

The cleaning process was performed using a stereoscopic
microscope, paintbrush and pressurised distilled water
sprays to remove all possible sediments and epiphytes. Each
sample had an initial fresh weight of 150 = 10 mg. After
cleaning and weighing, each specimen was transferred to an
Erlenmeyer flask containing 100 ml of Bold’s basal medium
(without EDTA) (Watanabe 2005) and kept for 3 days in a
BOD incubator (model 411/FDP355; Nova Etica, Sio Paulo,
Brazil) at a constant temperature (20 = 0.5°C) and irradiance
(140 = 15 pmol m? s~ ") and a 12:12 light:dark photoperiod.
The irradiance was determined using a quantum meter
(model LI-189; Li-Cor, Lincoln, Nebraska USA) connected
to an LI-193 SA spherical quantum sensor.

After the 3-day acclimation, the specimens were trans-
ferred to Erlenmeyer flasks containing new Bold’s basal
medium with three different concentrations of technical-
grade glyphosate (> 95% purity, CAS: 1071-83-6) and
Roundup and one concentration of AMPA (> 99% purity,
CAS: 1066-51-9). The treatment concentrations of technical-
grade glyphosate and Roundup were chosen because they
represent (1) the maximum concentration for irrigation and
animal consumption allowed under Brazilian law (0.28 mg
I"!) (National Environmental Council 2005), (2) the recom-
mended concentration to control plagues (3.5 mg 1" (Vera
et al. 2012), and (3) the highest concentration found in a
natural aquatic environment (6 mg 1"y (Edwards et al. 1980).
For AMPA, we used a treatment concentration of 0.03 mg
1!, which is the median value reported for lotic environ-
ments (Villeneuve et al. 2011; Coupe et al. 2012).

The exposure concentrations for the Roundup treatment
were calculated based on acid equivalent (a.e.) value (360 g
I™"). For these calculations, we added 0.77 ul of Roundup to
1 litre of Bold’s basal medium to obtain an initial
concentration of 0.28 mg ae. I"', 9.7 pl to an initial
concentration of 3.5 mg a.e. I"") and 16.6 pl to an initial
concentration of 6 mg a.. 1"'. For the technical-grade
glyphosate and AMPA treatments, the concentrations tested
were the nominal concentrations. Thus, to obtain, for
instance, a technical-grade glyphosate initial concentration
of 0.28 mg I", we added 0.28 mg of this herbicide to 1 litre of
Bold’s basal medium. The same procedure was applied to all



the technical-grade glyphosate and AMPA treatments.
Additionally, for all treatments, one control group (Bold’s
basal medium without herbicide) was simultaneously as-
sessed.

The preparation of the exposure concentrations used in
the toxicity tests for glyphosate-based herbicides and AMPA
was carried out in accordance with the Organisation for
Economic Cooperation and Development (OECD) guide-
lines for the testing of chemicals 221 (OECD 2011). The
exposure procedures described in these guidelines, although
proposed for Lemna sp., also apply to N. microcarpa var.
wrightii, as both are macroscopic freshwater primary
producers. The test itself consists of a semistatic test with
response analysis on the first (T1) and seventh day (T7) after
herbicide exposure and with the renewal of the experimental
media on the third and fifth day to avoid nutrient and active
ingredient loss (Neskovi¢ et al. 1996; OECD 2011).

The effects of each treatment were evaluated by
examining the response of the photosynthetic and dark
respiration rates and the chlorophyll @ content. Photosyn-
thetic and dark respiration rates were measured by changes
in oxygen concentrations using the light- and dark-bottle
technique (Littler & Arnold 1985; Thomas 1988) and
following the same procedures described by Vieira &
Necchi (2003). This technique is considered one of the
most efficient for analysing the effects of glyphosate-based
herbicides on photosynthetic and dark respiration rates
(Ralph 2000).

In the experiments involving the evaluation of photosyn-
thetic rates, for each temporal analysis (i.e. T1 and T7), five
replicates of the samples from each treatment condition
(including the control) were transferred to 110-ml glass
bottles with 98.5% transparency (light bottles) containing
culture medium. The same incubation conditions were
maintained during the experiments, with a constant temper-
ature (20 = 0.5°C), irradiance (140 = 15 pmol m~s')and
agitation (100 = 2.5 rpm) for a 1-hour period. For the
evaluation of dark respiration rates (three replicates), we
used the same procedures used for the assessment of
photosynthetic rates, but the glass bottles were covered with
aluminium foil (dark bottles) and incubated in complete
darkness.

We measured the initial (before incubation period) and
final (after incubation period) concentrations of dissolved
oxygen in all the replicates from both the light and the dark
bottles. These data were obtained on Tl and T7 using an
oximeter (model 5100; YSI, Yellow Springs, Ohio USA),
equipped with a self-stirring probe. The difference between
the initial and final dissolved oxygen concentrations in the
light and dark bottles was used to calculate the photosyn-
thetic and dark respiration rates, using the formulas
proposed by Littler & Arnold (1985).

After the oxygen concentration analysis, the macroalgal
samples were dried at 70°C until they reached a constant
weight, and their dry weight was measured using an
analytical balance (AUW220D; Shimadzu, Kyoto, Japan).
The chlorophyll @ analysis was performed by applying a
spectrophotometric technique using a 90% acetone solution
as a solvent for extraction and a spectrophotometer (model
SP220; Biospectro, Curitiba, Brazil) at wavelengths of 665
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and 750 nm. We used a 90% acetone solution as a sample
blank (Wetzel & Likens 2000).

The results of the technical-grade glyphosate and
Roundup treatments were initially analysed using a
Scott-Knott test (Scott & Knott 1974) in Sisvar (Ferreira
2000). The results of the AMPA treatment were analysed
using an unpaired 7 test in Minitab v17 (Ryan et al. 1985).
In addition, the effects of the treatments and exposure
time on the photosynthetic rate, dark respiration rate and
chlorophyll @ content were assessed using a multivariate
analysis of variance (MANOVA), performed in Minitab.
In these analyses, photosynthetic rate, dark respiration
rate and chlorophyll a content were dependent variables;
whereas, the treatments and exposure time were covari-
ates.

RESULTS

Photosynthetic rate

All the treatments with technical-grade glyphosate (—3% to
—35.4% in relation to control) and Roundup (—4.3% to
—14.3%), except the 0.28 mg a.e. I"' treatment concentration
from Roundup (4+32.4%), showed a reduction in photosyn-
thetic rate compared to the control group on T1 (Figs 1, 2).
However, the results from the AMPA treatment indicated an
increase in photosynthetic rate (+14.8%) (Fig. 3). On T7, the
technical-grade glyphosate treatments showed values similar
to those seen in the control group, varying from slight
inhibition, seen in the 0.28 and 3.5 mg I"! treatments (—6.5%
and —7.6%, respectively), to slight stimulation, seen in the 6 mg
17! treatment (+3%) (Fig. 1, Table 1).

No statistical differences were found between the technical-
grade glyphosate, Roundup and AMPA treatments on T1. On
T7, the photosynthetic rates for both Roundup (F=29.99, P
< 0.001) and AMPA (1= 3.04, P < 0.01) were significantly
affected but in different ways (Figs 2, 3). For Roundup, all
treatments showed a clear dose-dependent reduction in
photosynthetic rates (Fig. 2). Thus, treatments of 0.28, 3.5
and 6 mg a.e. I! reduced the photosynthetic rate to 42.1%,
69% and 76% of the control values, respectively. In addition,
treatment with 0.03 mg I"'AMPA resulted in a significant
increase in photosynthetic rate when compared to controls
(+58.8%) (Fig. 3).

The MANOVA of the Roundup treatments showed that
the interaction between treatment and exposure time signif-
icantly affected the photosynthetic rate (F=11.9, P < 0.01)
(Table 1). For the technical-grade glyphosate (F=38.1, P <
0.01) and AMPA (F=4.98, P < 0.05), only exposure time had
a significant effect on photosynthetic rate (Table 1).

Dark respiration rate

The results on T1 showed a reduction in dark respiration rate
in the technical-grade glyphosate treatments (—47.1% to
—69.6% in relation to control) and in the 0.28 mg a.e. 1
treatment of Roundup (—14.4%) (Figs 4, 5). An increase in
dark respiration rate was observed in the Roundup treatments
with 3.5 mga.e. I"' (+17%) and 6 mg a.e. I"' (+46.5%) and in
the AMPA treatment (+21.2%) (Figs 5, 6, Table 1). On T7, all
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Figs 1-3. Photosynthetic rate (n = 5) for Nitella microcarpa var.
wrightii for each treatment on days of exposure. Different letters
represent significant statistical differences (P < 0.05). Horizontal
lines depict medians, boxes represent interquartiles and vertical lines
represent the range.

Fig. 1. Technical-grade glyphosate.

Fig. 2. Roundup.

Fig. 3. AMPA.

the technical-grade glyphosate treatment concentrations
(reduction varying from —25.4% to —38.4% in relation to the
control) and the AMPA treatment (—37.1%) showed a
decrease in dark respiration rate. In the Roundup treatments,
stimulation of the dark respiration rates was observed, with
the gains varying from +86.1% to +111.8% relative to the
control.
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Fig. 4. Technical-grade glyphosate.

Fig. 5. Roundup.

Fig. 6. AMPA.

A statistical difference was found only for technical-grade
glyphosate on T1 (F = 10.49, P < 0.01), with the control
showing higher values than all the treatments (Fig. 4, Table 2).

The MANOVA results showed that exposure time (F =
28.4, P < 0.01) had a significant impact on the variation in the
N. microcarpa var. wrightii dark respiration rates in the
technical-grade glyphosate treatments (Table 2). The MAN-
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Table 1. MANOVA using the Wilks lambda test, with photosynthetic rate for Nitella microcarpa var. wrightii as the dependent variable and
exposure time and treatment as covariates. Statistically significant differences at P < 0.05 were considered.

Glyphosate Roundup AMPA
Wilks F P Wilks F P Wilks F P
Time 0.81 8.1 < 0.01 0.79 9.06 < 0.01 0.76 498 < 0.05
Treatment 0.98 0.61 0.43 0.99 0.07 0.79 0.98 0.29 0.59
Time X treatment 0.99 0.2 0.65 0.75 11.9 < 0.01 0.95 0.66 0.42

OVA showed no significant results for Roundup and AMPA
(Table 2).

Chlorophyll a content

On T1, the chlorophyll a content decreased in the 0.28 mg 1!
(—2.6% in relation to control) and 6 mg ™! (—4.5%) technical-
grade glyphosate treatments and the 0.03 mg I”' AMPA
treatment (—15%); whereas, for the 3.5 mg "' (+3.3%)
technical-grade glyphosate treatment and all the Roundup
treatments (+32.3% to +70.5%), we observed an increase in
this parameter (Figs 7-9, Table 3). On T7, the AMPA
treatment showed lower values of chlorophyll a (—1.4%) in
comparison to the control group; whereas, the technical-grade
glyphosate (420.5% to +49.2%) and all Roundup treatments
(+78.74% to +125.41%) showed higher values than the control
group.

Differences in chlorophyll ¢ content were significant in the
Roundup treatments only on T7 (F=7.32, P < 0.01) (Fig. 8,
Table 3).

The MANOVA showed that exposure time to technical-
grade glyphosate (F=35.59, P < 0.05), Roundup (F=5.72, P <
0.05) and AMPA (F=40.4, P < 0.01) had a significant effect
on chlorophyll ¢ content (Table 3).

DISCUSSION

Despite the fact that most of the Roundup treatments
showed a reduction in photosynthetic rates of N. micro-
carpa var. wrightii, a statistically significant difference was
observed only after 7 days of exposure, indicating that the
amount of time that the organism remained in contact with
this herbicide was crucial for determining its negative
effects on macroalgal productivity. This long-term effect
has also been observed in other studies related to the
periphyton community (Vera et al. 2012). Additionally, the
MANOVA showed that the inhibition of N. microcarpa
var. wrightii photosynthetic rates was affected by an
interaction between the concentration of Roundup and

exposure time to the herbicide (F=11.9, P < 0.01) (Table
1), with photosynthesis declining only when concentration
and exposure time increased. From an ecological perspec-
tive, the reduction in productivity in this primary producer
may have a negative impact not only on abundance but also
on other primary producers that use the macroalgae as a
substrate and on the many herbivores that feed from them
(Hua & Relyea 2014). A negative impact on biomass/
abundance through indirect trophic cascade effects has
been reported for other aquatic organisms and systems
(Baker et al. 2014).

One of the most dramatic findings of this study is that a
significant reduction in photosynthetic rate of N. microcarpa
var. wrightii was observed (—42.1%) even at the lowest
Roundup concentration tested (0.28 mg 17'). Considering
that 0.28 mg 17" is the maximum concentration of this
herbicide allowed by Brazilian law in water used for
irrigation and animal consumption (National Environmental
Council 2005) and the occurrence of glyphosate in the
environment (Coupe et al. 2012; Majewski et al. 2014), this
result suggests that even legal concentrations of Roundup in
water bodies commonly used for these activities (e.g. low-
order streams and small lakes) may present significant
environmental risks.

The significant impact of exposure time on the inhibition
of photosynthetic rates and chlorophyll a content observed
in the MANOVA analyses for technical-grade glyphosate
and AMPA were related not to the presence of these
herbicides but rather to the normal decay of these
parameters over time.

No significant differences were found between the control
group and the tested concentrations of technical-grade
glyphosate on either T1 or T7. Tsui & Chu (2003) pointed
out that the combined effects of both the active ingredient
and the surfactant present in its formulation [polyoxy-
ethylene amine — (POEA)] causes the toxicity of Roundup
and that, depending on the organism considered, POEA
could be more toxic than technical-grade glyphosate. Our
results confirm this suggestion by Tsui & Chu (2003) in N.
microcarpa var. wrightii, as the significant negative effect on

Table 2. MANOVA using the Wilks lambda test, with dark respiration rate for Nitella microcarpa var. wrightii as the dependent variable and
exposure time and treatment as covariates. Statistically significant differences at P < 0.05 were considered.

Glyphosate Roundup AMPA
Wilks F Wilks F P Wilks F P
Time 041 28.4 < 0.01 0.98 0.34 0.56 0.95 0.79 0.38
Treatment 0.89 2.29 0.14 0.83 3.95 0.06 0.99 0.005 0.94
Time X treatment 0.99 0.15 0.7 0.96 0.65 0.42 0.99 0.02 0.87
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Fig. 7. Technical-grade glyphosate.

Fig. 8. Roundup.

Fig. 9. AMPA.
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photosynthetic rates produced by Roundup on T7 was not
observed for technical-grade glyphosate. In addition, the
MANOVA revealed that an increase in technical-grade
glyphosate concentration causes a decrease in dark respira-
tion rates, indicating a hormesis response in N. microcarpa
var. wrightii (Cedergreen et al. 2007).

The AMPA treatment showed a clear tendency towards
increasing N. microcarpa var. wrightii photosynthetic rates
on T7. The increase in photosynthetic rates is probably
related to AMPA degradation by photolysis and hydroly-
sis, during which phosphorous is produced (Giesy et al.
2000). In addition, our results from the AMPA treatment
suggest that, despite the fact that N. microcarpa var.
wrightii can be adversely affected immediately after contact
with herbicides (as shown by the negative effects on
photosynthetic rates produced by technical-grade glyph-
osate and Roundup), the productivity of this algae can be
stimulated over time (Coupe e al. 2012). This stimulation
is probably due to the stoichiometric degradation of
glyphosate, which results in an increase in AMPA and
phosphorus in the water (Vera et al. 2012; Daouk et al.
2013). Thus, given the fluctuation in the productivity of N.
microcarpa var. wrightii caused by these herbicides, we
recommend that future ecological studies on the spatial
and temporal distribution of this species of green algae
take into account the concentration of glyphosate and
AMPA in the water, alongside the other traditionally used
parameters, when investigating the ecology of stream
macroalgae (e.g. water temperature, pH, dissolved oxygen
and nutrients, among others).

In terms of chlorophyll @ content, the reduction observed
in the control group relative to the Roundup treatments on
T7, exactly when the highest photosynthetic rate was
reported, suggests the occurrence of a physiological reallo-
cation of resources. As such, part of the chlorophyll «
content of N. microcarpa var. wrightii was likely degraded to
generate additional nitrogen to sustain the increase in the
photosynthetic rate. This strategy has been documented in
several other producers, including phytoplanktonic algae
(Adams & Bugbee 2014).

In the present study, glyphosate-based herbicides showed
different effects on the photosynthetic parameters of N.
microcarpa var. wrightii, suggesting that the form that these
herbicides take in the environment (only active ingredient,
i.e. technical-grade glyphosate; active ingredient + surfac-
tant, i.e. Roundup; or the degraded form, i.e. AMPA) can be
crucial in determining the intensity of the effect on the
productivity of aquatic primary producers. These effects
suggest that the productivity of aquatic primary producers
could show relevant fluctuations based on the agricultural
land use of the region in which the aquatic ecosystem is

Table 3. MANOVA using the Wilks lambda test, with chlorophyll a content for Nitella microcarpa var. wrightii as the dependent variable and
exposure time and treatment as covariates. Statistically significant differences at P < 0.05 were considered.

Glyphosate Roundup AMPA
Wilks F P Wilks a P Wilks F P
Time 091 5.59 < 0.05 0.91 5.72 < 0.05 0.4 40.4 < 0.01
Treatment 0.99 0.11 0.73 0.99 0.06 0.79 0.91 2.58 0.11
Time X treatment 0.97 1.25 0.26 0.95 2.74 0.1 0.95 1.23 0.27




located. Consequently, the presence of glyphosate-based
herbicides in water must be considered in ecological studies
of stream macroalgae, especially when analyzing spatial and
temporal distribution.
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Resumo

Em meio ao crescente uso de herbicidas a base de glifosato, a suscetibilidade dos ambientes
aquaticos aos eventos de contaminacao tornam-se preocupantes, principalmente quando estes
herbicidas afetam processos fisioldgicos importantes como a fotossintese, que acaba por
prejudicar ndo apenas os produtores primarios, mas também toda a cadeia trofica desses
ecossistemas. Considerando os eventos de contaminacgéo de herbicidas a base de glifosato e a
importancia estrutural e funcional das macroalgas verdes para os ambientes I6ticos tropicias de
baixas e médias ordens, este trabalho avaliou as respostas fotossintéticas de quatro macroalgas
verdes (Nitella subglomerata, Oedogonium sp., Spirogyra sp., e Desmidium grevillei), através
do método de evolugdo do oxigénio dissolvido (frascos claros e escuros), da fluorescéncia da
clorofila a e da concentracdo de clorofila a, quando expostas a herbicidas a base de glifosato.
Foram utilizadas trés concentragdes (0,28, 3,5 e 6 mg L) para o glifosato (grau técnico) e
Roundup®, e uma (0,03 mg L) para o seu principal produto de degradacdo (AMPA). As
respostas fotossintéticas da macroalgas investigadas foram analisadas ap6s um e sete dias de
exposicdo. Os resultados mostraram que as respostas foram taxon-especificas, portanto,
varidveis entre as macroalgas analisadas. Porém, em regra, 0 Roundup® foi o herbicida que
mais afetou negativamente as respostas fotossintéticas das macroalgas testadas, gerando danos
ao aparato fotossintético, provocando reducdes na taxa de fotossintese liquida, e na
concentracdo de clorofila a. O glifosato grau técnico e 0 AMPA também causaram efeitos
inibitdrios significativos para a resposta fotossintética, ainda que em uma escala menor quando
comparado ao Roundup®. Destaca-se que dentre as macroalgas analisadas, Spirogyra sp. foi
aquela que tendeu a ser a mais prejudicada frente a eventos de contaminacdo da agua por
glifosato. A partir destes resultados, é possivel inferir que a presenca de herbicidas a base de
glifosato na dgua de riachos tropiciais de baixas e médias ordens pode produzir alteracdes na
composicdo e/ou na estrutura das comunidades destes produtores primarios, e, por

consequéncia do efeito cascata, afetar a dindmica estrutual e funcional destes ecossistemas.

Palavras-chave: glifosato, AMPA, Roundup®, fotossintese, macroalgas verdes.
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Introducéo

A alta demanda por alimento, juntamente com 0s avangos nas pesquisas em transgenia,
fez do glifosato, N-(fosfonometil) glicina, um dos herbicidas mais utilizados no mundo (Annett
et al., 2014; Battaglin et al., 2014; Poiger et al., 2017). Paralelamente, a preocupa¢do com 0s
eventos de contaminacg&o do glifosato também tem crescido, uma vez que, condi¢des ambientais
adversas para 0 manejo (p.ex., chuvas e rajadas de vento no momento ou logo apés a aplicacédo)
podem levar este herbicida para os ambientes aquéaticos adjacentes a areas agricolas, reduzindo
0 ndmero de espécies e influenciando nos padrbes de fluxo de energia e na ciclagem de
nutrientes desses ecossistemas (Pérez et al., 2011; Battaglin et al., 2014; Magbanua et al.,
2016).

Este problema mostra-se ainda mais sério ao se considerar o uso doméstico em
gramados e jardins de herbicidas a base de glifosato (Hanke et al., 2010; Annet et al., 2014).
Um estudo recente com riachos inseridos em areas urbanas e agricolas da regido meio oeste dos
EUA mostrou que o glifosato tem sido encontrado com frequéncia em ambientes aquaticos
localizados em éareas urbanas, apresentando, inclusive, concentracfes semelhantes aos
reportados para os riachos em areas agricolas (Mahler et al., 2017). De fato, existe uma série
de estudos que detectaram, em ambientes aquaticos, a presenca do glifosato, em maior ou menor
concentragdo, nos EUA (1,24 mg L™~ Newton et al., 1994; 0,07 mg L*- Battaglin et al., 2014);
no Canada (2,8 mg L™ - Legris & Couture, 1989; 1,1 e 1,5 mg L - Feng et al., 1990; 1,54 mg
L- Couture et al., 1995); na Argentina (0,7 mg L™ - Peruzzo et al., 2008); e no Brasil (0,1 mg
L — Silva et al., 2003). No caso mais grave, um estudo desenvolvido nos EUA reportou a
concentracgdo de 5,2 mg Lt de glifosato em aguas de escoamento da chuva apos um dia de
aplicacdo no campo (Edwards et al., 1980).

Em relacdo ao principal produto de degradacdo do glifosato, o 4&cido
aminometilfosfénico (AMPA), as concentracdes encontradas em &aguas superficiais variam
pronunciadamente. Em um levantamento bibliogréafico feito por Villeneuve et al. (2011) os
autores reportaram uma variagdo de 0,00004 a 0,066 mg L™ para coletas realizadas no Canada;
0,00002 a 0,041 mg L nos EUA e de 0,0021 a 0,0481 mg L na Franga. Outros estudos
também, reportaram uma ampla varia¢do da concentracdo de AMPA em &guas superficiais, tais
como: Coupe et al., 2012 - entre 0,00007 e 0,43 mg L™%; Battaglin et al., 2014 - entre 0,002 e
0,028 mg L e Poiger et al., 2017 - entre 0,0021 e 0,0026 mg L.

Do ponto de vista da legislacdo ambiental no Brasil, percebe-se que nédo existe um
consenso entre as agéncias regulatorias sobre a concentragdo maxima de glifosato permitida na

agua. O limite de concentracéo de glifosato, estabelecido pela resolugdo n°357/05 do Conselho
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Nacional do Meio Ambiente, para as categorias de agua doce de classes | e Il (destinadas ao
consumo humano) corresponde a 0,065 mg L™ e para agua doce de classe Il (destinada a
irrigacdo e ao consumo animal) a 0,28 mg L™t (CONAMA, 2005). Por sua vez, o Ministério da
Saulde, na portaria n® 2914 publicada em 2011, estabelece que para o padréo de potabilidade da
agua o valor maximo permitido é de 0,5 mg L de glifosato e AMPA, em conjunto (Ministério
da Saude (BR), 2011).

O principal mecanismo de acdo do glifosato consiste na inibicdo competitiva da enzima
EPSPs (5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase) que integra a via metabdlica responséavel
pela sintese de aminoécidos aromaticos (Devine et al., 1993; Forlani et al., 2008; Sdenz & Di
Marzio, 2009). A interrupcdo na atividade da enzima EPSPs provocada pelo glifosato gera
também efeitos indiretos na fotossintese atraves da reducdo na concentracdo de carotenoides,
clorofila a e acidos graxos (Yamada & Castro, 2007; Zobiole et al., 2012; Gomes et al., 2014;
2017). Outros efeitos do glifosato na fotossintese residem no dreno de carbono do ciclo de
Calvin, através do consumo constante de eritrose-4-fosfato na via metabdlica dos aminoacidos
aromaticos (Geiger et al., 1986; 1987; Shieh et al., 1991; Yamada & Castro, 2007), e na reducéo
da producéo de proteinas que compde estruturalmente os centros de reacdo do fotossistema 11
(PSII) (Vivancos et al., 2011; Yanniccari et al., 2012). Adicionalmente, estudos que abordam
os efeitos fisioldgicos do AMPA, ainda que escassos, tém demonstrado que este herbicida pode
inibir a producdo de clorofila a agindo de modo distinto em relacéo ao glifosato, uma vez que
este composto proporciona a degradacdo do pigmento pela producdo de espécies reativas de
oxigénio (Reddy et al., 2004; Gomes et al., 2014; 2016).

As consequéncias dos efeitos fisioldgicos do glifosato descritos acima tendem a
impactar as comunidades de produtores primarios em ambiente aquaticos, como apontam
estudos que atestaram, por exemplo, mudancas na composicdo das comunidades perifiticas e
fitoplanctonicas (Boutin et al., 2000; Pérez et al., 2007; Vera et al., 2014; Pizarro et al., 2016).

As macroalgas verdes, que comumente formam as comunidades mais diversas,
principalmente em ambientes com alta irradiancia (Necchi, 2004; Oliveira et al., 2013; Peres et
al., 2017), representam uma parcela importante de produtores primarios em ambientes l6ticos,
por fornecerem alimento e habitat para invertebrados aquaticos (Sheath & Burkholder 1985,
Stevenson, 1996; Okada & Watanabe, 2002). Além de sua importancia ecoldgica, as
macroalgas verdes tém o potencial uso na biorremedicdo em estacGes de tratamento de esgoto
e na producdo de biocombustiveis (Ge et al., 2017). Ainda que as macroalgas verdes sejam tao
importantes ecologicamente, estudos sobre o efeito de herbicidas a base de glifosato nesses

organismos sdo escassos. Em um estudo recentemente desenvolvido com a espécie Nitella
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microcarpa var. wrightii H. Groves & J. Groves mostrou-se que o tempo de exposicao e a forma
como o glifosato se encontra no ambiente (puro, combinado com o surfactante, ou degradado
em AMPA) podem afetar significativamente a produtividade dessa macroalga (Oliveira et al.,
2016).

Assim, considerando a possibilidade concreta de que herbicidas a base de glifosato
possam afetar significativamente as macroalgas verdes I6ticas tropicais, este trabalho foi
conduzido como o objetivo de avaliar os efeitos do glifosato grau técnico, da formulacéo
comercial (Roundup®) e do seu principal produto de degradacdo (AMPA) sobre a resposta
fotossintética de espécies de macroalgas verdes que ocorrem, tipicamente, em ambientes I6ticos
tropicias de baixas ordens. A partir dos resultados observados para a espécie Nitella microcarpa
var. wrightii (Oliveira et al., 2016), espera-se que: i) a magnitude dos efeitos inibitérios gerados
pelos herbicidas seja proporcional ao aumento da concentracdo testada; ii) e que o Roundup®
cause mais efeitos negativos para a resposta fotossintética das macroalgas analisadas em relacéo
ao glifosato grau técnico e ao AMPA.

Material e Métodos

Os espécimes de macroalgas coletados em riachos de baixas ordens (2% e 3% ordens)
(Tabela 1) foram encaminhadas in vivo para o laboratorio onde foram realizadas a limpeza, com
auxilio de microscopio estereoscopico e pincel de cerdas duras e jatos de agua destilada, e a
pesagem das amostras com peso fresco de 150 + 10 mg.

Apos a pesagem, realizada com balanca analitica (Shimadzu, AUW220D), as amostras
macroalgais foram transferidas para erlenmeyers contendo 100 mL de meio basico de Bold
(Watanabe, 2005), sem EDTA, para os tratamentos com glifosato grau técnico e AMPA. A
exclusdo do EDTA do meio se deu para evitar que este composto atuasse como um surfactante,
facilitando a entrada do herbicida através da membrana plasmaética, e consequentemente,
superestimando os resultados deste grupo experimental (Shea & Tupy, 1984).

As amostras foram mantidas aclimatadas por trés dias em estufas tipo B.O.D. (marca
Nova Etica, modelo 411/FDP355), com fotoperiodo de 12/12 horas e nas mesmas condices de
temperatura (20 + 0,5°C) e irradiancia (140 + 15 umol.m?s?) que foram utilizadas no
experimento.

A fim de avaliar a influéncia da concentracdo dos herbicidas testados, foram utilizadas
trés concentracdes diferentes nos testes envolvendo glifosato grau técnico (pureza > 95 %;
CAS: 1071-83-6) e Roundup®, a saber: i) 0,28 mg de ingrediente ativo [i.a.]JL™ - representando
a concentracdo maxima para aguas de classe 111, segundo a resolu¢do do Conselho Nacional do
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Meio Ambiente n°357/05; ii) 3,5 mg i.a.L™! - representando a concentragdo recomendada para
0 controle de pragas aquaticas e terrestres (Giesy et al., 2000; Vera et al., 2012) e iii) 6,0 mg
i.a.L?! - representando a concentragdo préxima a maior ja encontrada em ambientes aquéticos
naturais (Edwards et al., 1980). Para os testes envolvendo 0 AMPA (pureza > 99 %; CAS:
1066-51-9), foi utilizada somente a concentragio de 0,03 mg L, que representa o valor médio
reportado em ambiente I6ticos (Villeneuve et al. 2011; Coupe et al., 2012). Adicionalmente,
foi testado um grupo controle (0 mg L) para cada herbicida analisado.

O delineamento empregado neste experimento seguiu as diretrizes da Organizacao de
Cooperacdo Econémica e Desenvolvimento (OCDE) para o teste de produtos quimicos 221
(OCDE, 2011). Os procedimentos de exposi¢ao descritos nestas diretrizes, embora propostos
para Lemna sp., também tém sido aplicados as macroalgas verdes (Oliveira et al., 2016). Este
delineamento consiste em um teste semi-estatico com analise de resposta no primeiro (T1) e no
sétimo dia (T7) apds a exposicao ao herbicida e com a renovacéo do meio de cultura no terceiro
e quinto dia para evitar a perda de nutrientes e de ingredientes ativos (Neskovi¢ et al., 1996;
OECD, 2011).

Os efeitos dos tratamentos experimentais sobre as macroalgas verdes foram mensurados
pelas variacOes nas respostas fotossintéticas dos grupos tratados (ou seja, sob exposi¢do aos
herbicidas testados) em relacdo ao grupo controle (ou seja, na auséncia de exposi¢do aos
herbicidas testados). As respostas fotossintéticas foram analisadas, concretamente, através de
parametros fotossintéticos obtidos/calculados de cada amostra a partir dos seguintes métodos
analiticos: i) evolucdo do oxigénio dissolvindo, com a aplicacdo da técnica das frascos claros e
escuros; ii) fluorescéncia da clorofila a, com auxilio de fluorémetro subaquético e iii)
concentracdo de clorofila a, por meio de método espectrofotométrico.

A evolucdo do oxigénio dissolvido no meio, obtida através da técnica dos frascos claros
e escuros (Littler & Arnold, 1985; Thomas, 1988), foi utilizada na determinacéo das taxas de
fotossintese liquida e respiracdo no escuro das amostras de macroalgas verdes para cada
tratamento experimental, incluindo os grupos controle. Os procedimentos adotados para a
execucao deste método seguiram aqueles descritos por Necchi & Zucchi (2001) e Vieira &
Necchi (2003). Assim, para a analise da fotossintese liquida, cinco amostras foram colocadas
em frascos de 110 mL de vidro com 98,5 % de transparéncia (os chamados frascos claros),
contendo meio Bésico de Bold e, entdo, mantidas em incubacdo em condigdes constantes de
temperatura (20 * 0,5°C), irradiancia (140 + 15umol m?s™) e agitagdo (100 + 2,5 r.p.m.) pelo
periodo de uma hora. Um procedimento semelhante foi utilizado para a anélise da respiracdo

no escuro, onde trés amostras algais foram mantidas em frascos cobertos com papel aluminio
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em condi¢cdes de auséncia absoluta de iluminagdo (os chamados frascos escuros). As
concentragOes inicial (ou seja, medida antes do periodo de incubagdo) e final do oxigénio
dissolvido no meio (ou seja, medida apds o periodo de incubacdo) para cada tratamento em
cada dia da anélise (T1 e T7) foram mensuradas com o uso de um oximetro de bancada equipado
com uma sonda com auto-agitagéo (Yellow Springs Instruments, modelo 5100).

As medidas de fluorescéncia da clorofila a, por sua vez, foram realizadas utilizando o
fluorébmetro subaquatico Diving-PAM (Walz, Effeltrich, Germany). Apds o periodo de
aclimatacdo das amostras de macroalgas verdes ao escuro (30 minutos — Lichtenthaler et al.,
1981; Yannicari et al., 2012), nos dias T1 e T7, cinco réplicas de cada tratamento foram
submetidas a um teste de "Curva de Inducéo" (Schreiber et al.,1995), utilizando-se luz actinica
com intensidade de 285 pmol fétons.m2.s, e pulsos de saturacio a cada 15 segundos, com
duracio de 0,8 segundos e intensidade de 2000 pmol fotons.m2s?. Os pardmetros do
fotossistema 11 (PSII) mensurados a partir dos dados gerados neste teste foram: rendimento
quantico efetivo do PSII (dpsn) (Genty et al., 1989; Necchi, 2005; Schreiber et al., 1995);
“quenching” fotoquimico (qP) (Baker & Rosenqvist, 2004); dissipacdo de calor no complexo
antena do PSII (D) (Demmig-Adams et al., 1996) e dissipacdo de calor pelo centro de reacédo
do PSII (E) (Demmig-Adams et al., 1996).

Apobs a realizacdo das andlises de fotossintese liquida, respiracdo no escuro e dos
pardmetros relacionados a fluorescéncia da clorofila a, as amostras de macroalgas verdes foram
submetidas as analises de concentracdo de clorofila a, corrigida da feofitina, por método
espectrofotométrico (Biospectro modelo SP220). As leituras foram realizadas nos
comprimentos de onda 665 e 750 nm, utilizando-se acetona 90% para a calibracdo (branco da
amostra) (Wetzel & Likens, 2000).

Os resultados foram submetidos inicialmente a estatistica descritiva, ao teste de
normalidade Ryan-Joiner e ao teste de igualde de variancias pelo método Levene. Em seguida,
com o intuito de comparar/agrupar as médias dos parametros medidos/calculados para as
espeécies e/ou tratamentos com as diferentes concentracdes dos herbicidas glifosato grau técnico
e Roundup® foi realizada, para os dados paramétricos, a analise de variancia de Scott-Knott,
(Scott & Knott, 1974), utilizando o programa Sisvar (Ferreira, 2000), ou a analise de Kruskal-
Wallis seguido pelo post-hoc de Dunn (Dunn, 1964), para os dados ndo paramétricos, utilizando
o software PAST (Hammer et al., 2001). Para os experimentos envolvendo o herbicida AMPA
a comparacdo/agrupamento das médias experimentais foi aplicado o teste t de Student para
amostra ndo pareadas (dados paramétricos) ou o teste de Mann-Witney (dados ndo

paramétricos). Ambos testes estatisticos foram realizado com o uso do software Minitab, versao
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17 (Ryan et al., 1985). Os efeitos das interacfes das concentracdes experimentais e o tempo de
exposicdo sobre as respostas fotossintéticas das macroalgas verdes testadas foram avaliadas
pela da Anélise de Variancia Multivariada (MANOVA), com uso do software Minitab, versao
17 (Ryan et al., 1985). Para a construcdo dessas analises, as respostas fotossintéticas (ou seja,
0s pardmetros fotossintéticos medidos ou calculados) foram consideradas varidveis
dependentes, enquanto que o tempo de exposi¢do e as concentragcdes experimentais como
covariaveis. Quando os pressupostos de normalidade e de igualdade de variancia ndo foram
alcancados, as interacdes entre concentracdo do herbicida e tempo de exposicdo foram
investigadas usando uma Anélise Multivariada de Permutagdo ndo paramétrica
(PERMANOVA), com base na distancia euclidiana e aplicando-se 9.999 permutacgdes. Esta

analise foi realizada no software PAST (Hammer et al., 2001).

Resultados
Respostas fotossintéticas aos tratamentos experimentais utilizando glifosato grau técnico

Evolucéo do oxigénio dissolvido

Os resultados obtidos para as variaveis taxa de fotossintese liquida e respiracdo no
escuro, assim como das analises multivariadas estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Todas as diferengas significativas nas taxas de fotossintese liquida e respiragcdo no
escuro dos tratamentos em relagdo ao grupo controle, em T1, foram reportadas nas maiores
concentragdes experimentais (3,5 € 6 mg L?). Para a taxa de fotossintese liquida, houve
aumento dos valores para Oedogonium sp., da ordem de +71,2% na concentracdo de 3,5 mg.L"
e de +77,3% na concentragdo de 6 mg L™ (F = 6,8 e p<0,01). Houve também redugio da taxa
de fotossintese liquida para Desmidium grevillei, com queda de -66,7% reportada para a
concentragdo de 6 mg Lt (F=5,3e p<0,01) (Tabela 2).

Para a respiracdo no escuro, houve aumentos significativos reportados para
Oedogonium sp., com incremento de +915,2% na concentragio de 6 mg Lt (F=6,8e p<0,01),
e também para Nitella subglomerata, com aumento de +174,3% na concentragéo de 3,5 mg L
! e de +124,8% na concentragdo de 6 mg Lt (F=7,7e p<0,01) (Tabela 2).

Em relacdo as analises apos sete dias de exposicdo ao glifosato (T7), em geral, 0s
aumentos anteriormente reportados nao se repetiram. Com exce¢do do Oedogonium sp., que
manteve 0 aumento da taxa de respiragdo na concentragdo de 6 mg L™ (+660,7%) (F=4,7ep
< 0,05), houve redugdes na taxa de fotossintese liquida para Desmidium grevillei e Spirogyra
sp. (Tabela 2). D. grevillei registrou uma queda de -20,1% na taxa fotossintética na

concentracdo de 3,5 mg L e de -40% na concentragdo de 6 mg L™ (F = 9,6 e p < 0,001),
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enquanto que para Spirogyra sp. houve uma queda ainda mais acentuada nestes valores (-61%)
na concentracdo de 0,28 mg L™, embora, o teste de Mann-Witney tenha mostrado que essa
queda difere estatisticamente das demais concentracdes (3,5 e 6 mg L) e ndo do grupo controle
(H=125ep<0,01) (Tabela 2).

Na anélise de variancia multivariada, os efeitos significativos de interacdo entre o tempo
de exposicdo e tratamento foram reportados para a taxa de fotossintese liquida de Spirogyra sp.
(F=6,45ep<0,01) e para a taxa de respiracdo de Nitella subglomerata (F = 4,17 e p <0,05)
e de Desmidium grevillei (F = 3,27 e p <0,05) (Tabela 3).

Clorofila a

As concentracdes de clorofila a nas analises com glifosato, mostrados na Tabela 2,
apresentam variacdo significativa nos tratamentos experimentais quando os valores foram
comparados com o grupo controle principalmente ap6s um dia de exposicéo ao herbicida. Neste
sentido, foram observadas reduc6es nas concentracgdes de clorofila a, em T1, para Oedogonium
sp., equivalente a -28,4% para a concentragdo de 0,28 mg L, de -27,7% para a concentragio
de 3,5mg L e de -36,8% para a concentragdo de 6 mg L (F=4,9e p<0,01) e para Spirogyra
sp., com queda de -31% na concentragéo de 0,28 mg L™, de -38,2% na concentragéo de 3,5 mg
L e de -51,7% na concentracdo de 6 mg L™ (F = 4,2 e p < 0,05) (tabela 2). Por outro lado, nas
concentracOes de 3,5 mg L™ e de 6 mg L, as concentracdes de clorofila a de Desmidium
greville registraram maiores valores, com aumento de +131,6% e +78,7% em relacdo ao grupo
controle, respectivamente (Tabela 2).

Nas analises realizadas em T7, houve varia¢des significativas nos valores de clorofila a
em relagdo ao grupo controle somente na concentragdo de 3,5 mg L%, com aumento de +138,7%
nas amostras de Nitella subglomerata (F = 5,9 e p <0,01) e redugdo de -59,5% nas amostras
de Desmidium grevillei (F=5,6 e p<0,01) (Tabela 2).

As interacOes entre tempo de exposicdo e tratamento foram significativas para
Oedogonium sp. (F =5,35 e p <0,05) e Desmidium grevillei (F =8,9e p <0,01) (Tabela 3).

Fluorescéncia da clorofila a

Os valores dos parametros observados/calculados, assim como o resultado das analises
de variancia estio apresentadas na Tabela 4 e nas Figuras 1 e 2.

Os resultados experimentais mostraram que os testes realizados com a concentracdo de

0,28 mg L™ apresentaram poucos efeitos significativos para os parametros analisados a partir
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da técnica de fluorescéncia da clorofila a. Adicionalmente, os poucos efeitos observados o
foram, principalmente, apds um dia de exposicao (T1).

Oedogonium sp. apresentou, em T1, um claro aumento no rendimento fotossintético
(Fig. 1) para os testes realizados com as concentracdes de 3,5 mg L™t e 6 mg L. Para estas
concentragdes, houve reducdo nos valores do parametro que indica a dissipacdo de calor no
complexo antena (D) da ordem de -9,8% na concentragio de 3,5 mg L e de -12,6% na
concentragdo de 6 mg L™ (F = 9,4 e p <0,001). Concomitantemente, foi reportado o aumento
do rendimento quéntico efetivo (®psii), da ordem de +84,5% na concentragdo de 3,5 mg.L ! e
+73,6% na concentracdo de 6 mg L (F = 14,2 e p < 0,001), e do “quenching” fotoquimico
(gP), da ordem de +62,3% na concentracéo de 3,5 mg L e de +47,2% na concentragio de 6
mg L* (F=11ep<0,001) (Figs. 1 €2).

Nitella subglomerata, por sua vez, mostrou, em T1, aumento na dissipacao de calor pelo
centro de reacdo (E), com variacOes, em relacdo ao grupo controle, de +46,1% sob a
concentracgdo experimental de 0,28 mg L™, de +47,7% na concentracdo de 3,5 mg L e de
+41,5% na concentracdo de 6 mg L™ (F = 4,2 e p < 0,05) (Figs. 1). Quanto ao parametro (qP),
N. subglomerata resgistrou uma reducéo de -52,6% na concentragdo de 0,28 mg L, ao passo
que nas concentracdes de 3,5 mg L™ e de 6 mg L™ este pardmetro registrou aumentos da ordem
de +52,7% e +57,5%, respectivamente (F = 4,2 e p < 0,05) (Fig. 2). Outro parametro
proveniente da fluorescéncia da clorofila a que, assim como (gP), também registrou aumento
nos seus valores, em relacdo ao grupo controle, foi o (®psn), que experimentou variagdo da
ordem de +184,6% na concentracéo de 3,5 mg L e +185,8% na concentragéo de 6 mg L (F
= 33,7 e p<0,001). Para N. subglomerata também foram reportadas reducdes nos valores do
parametro (D), da ordem de -16,1% na concentragdo de 0,28 mg L%, de -32,8% na concentracio
de 3,5 mg L? e de -30,5% na concentragdo de 6 mg L (F = 11,3 e p<0,001) (Figs. 1 e 2).

Em T1, Spirogyra sp. apresentou nas concentracdes de 3,5 mg Le 6 mg L™ aumento
no parametro (E), equivalente a +31% em relacéo ao grupo controle na concentragéo de 3,5 mg
L1e de +22,1% na concentra¢do de 6 mg L™ (F = 17,6 e p <0,001). Registrou-se também uma
reducdo nos valores do parametro (D), com queda de -26% em rela¢do ao grupo controle na
concentracéo de 3,5 mg L e de -24,1% na concentragdo de 6 mg L™ (F = 12,9 e p < 0,001).
Para estas mesmas concentragdes, houve aumento do parametro (E) de +31% na concentragao
de 3,5 mg L e de +22,1% na concentracio de 6 mg L™t em relacéo ao controle (F=17,6 ep <
0,001) (Fig. 1).

Os resultados experimentais apds sete dias de exposi¢cdo ao herbicida (T7) para

Oedogonium sp. e N. subglomerata mostraram baixos valores de dissipagdo de calor pelo
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complexo antena (D) e altos valores de energia direcionada para as etapas fotoquimica da
fotossintese (®@psi € qP).

De forma similar aos resultados observados em T1, Oedogonium sp. apresentou, em T7,
aumento do parametro (Ppsii), registrando variacio de +73,5% na concentragdo de 3,5 mg L™
e +85,3% na concentragdo de 6 mg L1 (F = 21,4 e p<0,001). Para esta espécie, o (qP) calculado
para as amostras submetidas a concentracéo de 3,5 mg L variou em +79,3% o seu valor quando
comparado ao controle, ao passo que na concentragio de 6 mg L™ o aumento foi de +79,9% (F
=7,1ep<0,01). As redugdes dos valores de (E) ocorreram tanto na concentracao de 3,5 mg
L (-37,4% em relagéo ao grupo controle) como na de 6 mg L™ (-35,7%) (F = 4,2 e p < 0,05).
Do mesmo modo, foram registradas reducfes nos valores de (D) na presenca dos herbicidas
quando comparados ao grupo controle: -9,5% na concentracdo de 0,28 mg L?; -21,2% na
concentracéo de 3,5 mg L e -27,2% na concentragdo de 6 mg L (F = 29,2 e p<0,001) (Figs.
le?2).

Diferentemente dos resultados observados em T1 para Nitella subglomerata, na anélise
apos sete dias de exposicdo ao herbicida (T7) ndo houve aumento significativo no parametro
(E), mantendo-se apenas os aumentos do parametro (®psi) (+276,3% na concentragédo de 3,5
mg L e de +330% na concentragéo de 6 mg L) (F = 45,9 e p < 0,001) e do parAmetro (qP)
(+33% na concentracdo de 0,28 mg L?, de +109,5% na concentracdo de 3,5 mg L e de
+115,4% na concentracdo de 6 mg L) (F=103,5e p<0,001). A redugio do valor do parametro
(D) observada em T1 foi mantida somente nas concentrac¢des de 3,5 mg L™ (-85,7% em relagdo
ao controle) e de 6 mg L™ (-111%) (F = 12,7 e p<0,001) (Figs. 1 € 2).

Para Spirogyra sp., em T7, observou-se somente um aumento nos valores do parametro
(qP), da ordem de +81,5%, na concentracgdo de 0,28 mg L™* (F =4,9e p<0,01) (Fig. 2).

Entre os pardmetros analisados pela analise de variancia multivariada, destaca-se o
parametro (D) por ter apresentado efeitos significativos do tratamento e/ou interacdo entre

tempo de exposicao e tratamento em todas as macrolgas analisadas (Tabela 4).

Respostas fotossintéticas aos tratamentos experimentais utilizando a formulacdo Roundup®

Evolucgéo do oxigénio dissolvido
As analises das macroalgas expostas ao Roundup®, apresentados nas Tabelas 5 e 6,
mostraram, em geral, reducdes nas taxas de fotossintese liquida e respiragdo no escuro, e um
alto nimero de respostas significativas para a interacdo entre tempo de exposicao e tratamento.
Em T1, Spirogyra sp. apresentou reducéo da taxa de fotossintese liquida somente na

concentracéo de 6 mg L™ (-30,9% em relagdo ao grupo controle) (F = 8,9 e p < 0,01) (Tabela
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5) ao passo que, Nitella subglomerata e Desmidium grevillei apresentaram redugdes em todas
as concentragdes analisadas. Para Nitella subglomerata houve redugédo da taxa de fotossintese
liquida da ordem de -36,7% na concentragdo de 0,28 mg L%, de -41,2% na concentracdo de 3,5
mg L e -39,9% na concentragdo de 6 mg L™t (H = 8,1 e p < 0,05). Para Desmidium grevillei,
por sua vez, as reducdes foram de -54,6% na concentragdo de 0,28 mg L, de -37,9% na
concentracéo de 3,5 mg L e de -44,3% na concentragio de 6 mg L (F = 11 e p < 0,001)
(Tabela 5).

As amostras de Oedogonium sp. apresentaram variagdes na taxa de respiracdo, em T1,
da ordem de -64,1% na concentracéo experimental de 0,28 mg L, -69,3% na concentracéo de
3,5mg L?, e-71,8% na concentragdo de 6 mg L (F =198,9 e p <0,001) (Tabela 5).

Em relacdo as analises realizadas em T7, os efeitos significativos nas taxas de
fotossintese liquida e respiracdo foram ainda mais recorrentes entre as macroalgas.

Um Unico caso de aumento da taxa de fotossintese liquida foi reportado para
Oedogonium sp. na concentragao de 0,28 mg L%, com aumento de +59,2% (F =5,1e p<0,01).
Nas espécies Nitella subglomerata e Spirogyra sp. houve redugdes da taxa de fotossintese
liquida em T7 nas maiores concentracGes. Em Nitella subglomerata foi reportada a queda de -
42,2% na concentracéo de 3,5 mg L, e -53% na concentracdo de 6 mg L™t (F=11e p<0,001);
para Spirogyra sp. a queda foi de -47,6% na concentracio de 3,5 mg L, e -54,3% na
concentracdo de 6 mg L™ (F = 4,2 e p<0,05) (Tabela 5).

Novamente, Oedogonium sp. apresentou um resultado distinto das demais macroalgas
em T7, com aumento da taxa de respiracdo em +74,4% na concentracio de 0,28 mg L7,
+241,1% na concentracdo de 3,5 mg L™, e +239,9 na concentracdo de 6 mg L2 (F=6,6 e p <
0,05) (Tabela 5).

Nitella subglomerata e Spirogyra sp. mostraram 0 mesmo padrao de queda na taxa de
respiracdo em T7, com reducbes em todas as concentracdes. Essa reducdo em Nitella
subglomerata correspondeu a -74,8% na concentragéo de 0,28 mg L1, -73,8% na concentragéo
de 3,5 mg L, e -77,9% na concentracdo de 6 mg L (F = 6,4 e p < 0,05). Ja Spirogyra sp.
registrou queda de -60,2% na concentracéo de 0,28 mg L%, -66,4% na concentragéo de 3,5 mg
L, e -56,4% na concentragdo de 6 mg L™ (F = 6,4 e p < 0,05) (Tabela 5).

As anélises de Desmidium grevillei também apresentaram uma reducdo da taxa de
respiracdo da ordem de -55,1% na concentracdo de 0,28 mg L, e -35,6% na concentragdo de
6mgL!(F=13,1ep<0,01)(Tabela 5).

As analises de variancia multivariada revelaram efeitos significativos de interacdo entre

o0 tempo de exposicao e tratamento para a taxa de fotossintese liquida de Oedogonium sp. (F =
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6,95 e p < 0,05) e Nitella subglomerata (F = 4,76 e p < 0,05), e para a taxa de respiragdo de
Oedogonium sp. (F = 24,31 e p < 0,01), Spirogyra sp. (F = 4,71 e p < 0,05) e Desmidium
grevillei (F = 3,34 e p < 0,05) (Tabela 6).

Clorofila a

Os resultados das andlises de concentragfes de clorofila a das macroalgas verdes
expostas ao Roundup® estéo sumarizados nas Tabelas 5 e 6.

Spirogyra sp.apresentou variagcoes significativas em T1, com reducéo de -50,4% para a
concentragéo de 3,5 mg L, e -53,3% para a concentragio de 6 mg L™ (F = 4,7 e p <0,01)
(Tabela 5).

Para Nitella subglomerata e Spirogyra sp., em T7, houve reducdo nos valores de
clorofila a em todas as concentracdes. Nitella subglomerata (F = 5,1 e p < 0,01) apresentou
uma queda de -37,8% para a concentracio de 0,28 mg L™, de -45,9% para a concentragdo de
3,5mg L%, e de-55,1% para a concentracio de 6 mg L™ (F=5,1 e p<0,01). Em Spirogyra sp.
as reducdes foram da ordem de -66,5% para a concentracdo de 0,28 mg L, de -87% para a
concentracio de 3,5 mg L, e de -92,6% para a concentragdo de 6 mg L (F =21,3ep<0,001)
(Tabela 5).

Desmidium grevillei também apresentou uma reducdo dos valores de clorofilaaem T7,
com queda de -53,8% para a concentracdo de 3,5 mg L%, e -46% para a concentragdo de 6 mg
Lt (F=7,9ep<0,001) (Tabela 5).

Os efeitos de interacdo entre o0 tempo de exposicdo e tratamento na concentracdo de
clorofila a foram significativos para Spirogyra sp. (F = 6,98 e p <0,01) ¢ Desmidium grevillei
(F=3,7ep<0,05) (Tabela 6).

Fluorescéncia da clorofila a

Os resultados da fluorescéncia da clorofila a e da analise de variancia multivariada para
a exposicdo ao Roundup®, apresentados nas Figuras 3 e 4 e na Tabela 7, respectivamente,
denotam majoritariamente o aumento da dissipagdo de energia através de calor (revelado pelos
parametros D e E).

Em T1, Nitella subglomerata apresentou, em todas as concentra¢fes, aumento do
parametro (E) da ordem de +46% na concentracdo de 0,28 mg L, +28,2% na concentracéo de
3,5mg L, e +49,3% na concentracdo de 6 mg L™ (F=7,4 e p<0,01). Em contrapartida, houve
uma queda no parametro (Ppsi), de -42,6% na concentragdo de 0,28 mg L?, -37,9% na
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concentragéo de 3,5 mg L, e -46,3% na concentragdo de 6 mg L (F=7,1e p <0,01). De
forma similar o parametro (qP) apresentou uma reducédo da ordem de -44,1% na concentragéo
de 0,28 mg L%, -35,2% na concentragéo de 3,5 mg L™, e -48,3% na concentracio de 6 mg L*
(F=7,3ep<0,01) (Figs. 3e 4).

Desmidium grevillei, em T1, apresentou aumento do parametro (E) da ordem de +9,8%
na concentragio experimental de 3,5 mg L2, e +12,2% na concentragdo de 6 mg L2 (F=3,5¢
p <0,05). Por sua vez, Oedogonium sp mostrou uma reducéo no parametro (®psi;) da ordem de
-14,5% para a concentragdo de 6 mg L, (F = 7,1 e p <0,01) (Fig. 3).

Nitella subglomerata, em T7, mostrou indicios de aclimatagdo para a concentracdo de
0,28 mg L, em que apresentou aumento de +12,5% no pardmetro (D) (F = 4,4 e p <0,05). As
concentragdes de 3,5 mg L e de 6 mg L™t mantiveram em T7 o aumento no parametro (E), com
+13,3% na concentragdo de 3,5 mg L, e +27,6% na concentragdo de 6 mg L1 (F=95ep <
0,01). Para estas concentra¢des houve também a reducdo do parametro (qP) da ordem de -12,8%
para a concentracdo de 3,5 mg L, e -23,2% para a concentracdo de 6 mg L1 (F=45ep <
0,05) (Figs. 3 e 4).

As amostras de Desmidium grevilllei também mantiveram em T7 do parametro (E), com
aumento de +7,8% na concentracéo de 3,5 mg L, e +10,7% na concentragéo de 6 mg L (F =
5,2 € p<0,01). Entretanto, para a concentracdo de 3,5 mg L, juntamente com a concentragio
de 0,28 mg L%, houve aumento no pardmetro (®psi) da ordem de +35,9% na concentragdo de
0,28 mg L%, e +26,3% na concentragdo 3,5 mg L (F = 4,3 e p<0,05). A mesma tendéncia foi
obsevada para o pardmetro (qP), com aumento de +24,7% para a concentragéo de 0,28 mg L,
e +13,6% para a concentragdo de 3,5 mg Lt (F=6,2e p<0,01) (Figs. 3 e 4).

Na anélise de varidncia multivariada destaca-se a maior sensibilidade de Nitella
subglomerata ao Roundup®, que apresentou efeitos de interacdo entre o tempo de exposicao e
tratamento nos parametros (gP) (F =2,77e p<0,05), (D) (F=4,14ep <0,05),e (E) (F=4,3
e p <0,05), além do efeito significativo do tratamento no parametro (®psi) (F =4,45e p<0,01)
(Tabela 7).

Respostas fotossintéticas aos tratamentos experimentais utilizando o tratamento com AMPA

Evolugéo do oxigénio dissolvido

Os resultados das analises das macroalgas verdes expostas ao AMPA sobre as taxas de
fotossintese liquida e respiragcdo no escuro (Tabela 8), assim como as respostas significativas
encontradas na andlise de variancia multivariada (Tabela 9), evidenciaram uma maior

sensibilidade das macroalgas Oedogonium sp. e Spirgyra sp. em relacdo as demais macroalgas.
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Somente as macroalgas Oedogonium sp. e Spirgyra sp. apresentaram reducdes na taxa
de fotossintese liquida. Para Oedogonium sp houve queda de -21% em T1 (t =2,2 e p <0,05)
ede-33,4%em T7 (t=4ep<0,01). Em Spirogyra sp. a reducdo foi da ordem de -75,1%
quando comparado ao grupo controle (t = 3,6 e p <0,05) (Tabela 8).

Para a taxa de respiragdo no escuro, houve somente uma reducdo de -66% para
Oedogonium sp.em T1 (t =27,9e p<0,001) (Tabela 8).

Efeitos de interacdo entre o tempo de exposicao e tratamento foram reportados para
Oedogonium sp. na taxa de fotossintese liquida (F = 11,3 e p <0,01) e respirac¢do no escuro (F
= 8,13 e p <0,05), ¢ para Spirogyra sp. também para a taxa de fotossintese liquida (F = 14,2 e
p <0,01) e respiragdo no escuro (F = 7,82 e p <0,05) (Tabela 9).

Clorofila a

Os resultados das analises de clorofila a, apresentados nas Tabelas 8 e 9, mostraram
uma queda significativa na concentracdo de clorofila a para as macroalgas Nitella subglomerata
e Spirogyra sp. Nitella subglomerata apresentou uma reducéo de -19,9% em T1 (t=2,7ep <
0,05), enquanto que para Spirogyra sp. a reducéo foi da ordem de -55,5% em T7 (t=25¢ep <
0,05) (Tabela 8).

Somente Spirogyra sp. apresentou efeitos significativos de interacdo entre o tempo de
exposicao e tratamento para a concentracdo de clorofilaa (F = 39,82 e p<0,01) (Tabela 9).

Fluorescéncia da clorofila a

Assim como nas analises de fotossintese liquida e respiracdo no escuro, houve poucas
variagdes significativas no tratamento com 0,03 mg L™* de AMPA em relagio ao grupo controle.
Os valores de cada parametro analisado estdo disponiveis nas Figuras 5 e 6, e os resultados da
andlise de variancia multivariada se encontram na Tabela 10.

Com exceg¢do do aumento no parametro (E) da ordem de +37,5% para Nitella
subglomerata em T1 (t = 2,7 e p < 0,05), somente a macroalga Spirogyra sp. apresentou
vaiagOes significativas em relacdo a grupo controle (Fig. 5).

Spirogyra sp. apresentou, em T1, uma reducédo de -12,5% no parametro (D) (t=3ep
<0,05), e aumento de +10,9% no parametro (Ppsi) (t =-2,8 e p <0,05) (Fig. 5).

Em T7, houve uma mudanca dos efeitos observados em T1 para Spirogyra sp., com
aumento de +27,3% no parametro (E) (t =-5,3 e p<0,01), ¢ redugdes de -64,8% no pardmetro
(Drsit) (t=4,5ep<0,01), e de -67,3% no parametro (gP) (t=4,6 e p<0,01) (Figs. 5 e 6).
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Novamente, Spirogyra sp. se destaca pelo numero de efeitos significativos na analise de
variancia multivariada, apresentando efeitos de interacdo entre o tempo de exposi¢do e
tratamento nos parametros (®psi) (F = 28,93 e p <0,01), (qP) (F =22,09e p<0,01), e (E) (F
=7,18 e p <0,05), ¢ efeito do tratamento no parametro (D) (F =12,45e p <0,01) (Tabela 10).

Discussao

Quando expostas ao glifosato, as macroalgas Nitella subglomerata (T1 e T7),
Oedogonium sp. (T1 e T7) e Spirogyra sp. (T1) apresentaram uma marcante reducdo da
dissipacéo de energia pelo complexo antena (D), principalmente nas concentragdes de 3,5 e de
6 mg L (Figs. 1 e 2). Resultado semelhante foi encontrado por Gomes et al. (2017) em um
estudo sobre o efeito do glifosato na fotossintese de salgueiro Salix miyabeana, que embora
trate de uma espécie de angiospermas, apresenta mecanismo fotossintético muito semelhante
ao das Chlorophyta. Os autores verificaram que, apds 24 horas de exposicdo, a concentracdo de
carotenoides, incluindo o B-caroteno que é um dos precursores da zeaxantina, foi reduzida,
afetando o ciclo da violaxantina, pelo qual concluiram que tal reducéo produziu uma gqueda na
dissipacdo de energia pelo complexo antena (neste caso, verificado pelo valor do parametro
"quenching" ndo-fotoquimico ou NPQ). Estes mesmos autores verificaram ainda que esta
reducdo na concentracdo de carotenoides acabou por prejudicar o mecanismo de fotoprotecéao
da planta, acarretando em danos ao aparato fotossintético. No presente trabalho, os aumentos
da dissipacdo de energia pelo centro de reacdo (E), associados as reduc¢des na concentracao da
clorofila a para, por exemplo, Spirogyra sp. em T1, também indicam que houve dano no centro
de reacdo, gerado, provavelmente, pela formacdo de espécies reativas de oxigénio (Gomes et
al., 2014; 2017; Mantoan et al., 2016).

Por sua vez, os aumentos nos valores do parametro ®ps; observados para Nitella
subglomerata e Oedogonium sp., associados aos aumentos observados na respira¢do no escuro
e na taxa de fotossintese liquida, indicam que essas macroalgas apresentaram um aumento na
taxa metabolica (Tabela 2, Fig. 1). Outros trabalhos também reportaram o aumento da taxa
metabolica em plantas expostas a herbicidas e varios destes trabalhos interpretam tal aumento
como uma estratégia desses organismos de tentarem inativar metabolicamente o glifosato de
uma forma mais rapida (Duke et al., 2006; Cedergreen, 2008; Cedergreen & Olesen, 2010).

Curiosamente, quando ha a reducdo da produtividade fotossintética, como no caso de
Desmidium grevillei (tanto em T1 como em T7) (Tabela 2), essa ndo apresenta, aparentemente,
relagdo com danos ao centro de reacdo do fotossistema Il (Fig. 1). Isto indica que o efeito do

glifosato na reducdo da taxa de fotossintese liquida, para as macroalgas verdes, pode estar
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relacionado com um dreno de carbono do ciclo de Calvin para a via metabdlica do chiquimato
(Geiger et al., 1986; 1987; Shieh et al., 1991). Adicionalmente, os resultados da MANOVA
mostraram que o parametro (D) foi a varavel dependente com mais respostas significativas entre
as macroalgas testadas (Tabela 3). Estes resultados demonstram que o parametro (D) pode ser
considerado como um bom indicador de alteracGes na resposta fotossintética provocadas pelo
glifosato nas macroalgas verdes.

De forma distinta, as espécies de macroalgas expostas ao tratamento com Roundup®
ndo apresentaram reducdo nos valores do parametro (D), mas mantiveram um aumento nos
valores do pardmetro (E) associado a reducdo da concentracdo de clorofila a. A excecéo a este
padrdo de resposta fotossintética foi Spirogyra sp., espécie que nao apresentou qualquer efeito
significativo detectado pela andlise de fluorescéncia da clorofila a, mesmo apresentando
reducdes na concentracdo de clorofila a e nas taxas de fotossintese liquida, em T1 e T7 (Tabela
5; Fig. 3 e 4). Foi reportado para o tratamento com Roundup® um Unico caso de aumento da
taxa metabolica, que ocorreu em T7, para Oedogonioum sp. Neste caso, a macroalga registrou
aumento na taxa de fotossintese liquida na concentragdo de 0,28 mg i.a.L™? e na respiragéo no
escuro nas concentragdes de 3,5 mgi.a.L™! e de 6 mgi.a.L?. Adicionalmente, nos experimentos
com Roundup® foi verificado um possivel evento de aclimatacdo de Nitella subglomerata ao
longo do processo de exposicdo ao herbicida para a concentragdo de 0,28 mg i.a.L™. Assim, de
forma distinta do que foi reportado em T1, observou-se, em T7, que Nitella subglomerata
aumentou os valores do parametro (D) e manteve a taxa de fotossintese liquida préxima ao do
grupo controle, revelando sua potencial capacidade de ajuste fisiologico para evitar danos ao
centro de reagcdo (Demmig-Adams et al., 1996; Klughammer & Schreiber, 2008). Estes
resultados reportados para Nitella subglomerata diferem consideravelmente da resposta
fotossintética de Nitella microcarpa var. wrightii, submetida ao Roundup®, que apresentou
reducdes significativas na taxa de fotossintese liquida mesmo na concentracao de 0,28 mgi.a.L
! (Oliveira et al., 2016), sugerindo que a sensibilidade das algas a exposi¢do ao glifosato seja
especie-especifica (Vera et al., 2010; 2012).

As reducdes significativas nos valores da taxa de fotossintese liquida e nos parametros
(Drsn) € (gP) reportadas para as macroalgas analisadas permite concluir que a formulagéo
comercial, assim como observado em outros trabalhos (Saenz & Di Marzio, 2009; Tsui & Chu,
2003; Lipok et al., 2010), é mais prejudicial que o principio ativo (glifosato grau técnico). Os
efeitos nocivos da formulacdo comercial podem estar relacionados as substancias adjuvantes,

ndo somente por facilitarem a entrada do glifosato, potencializando seu efeito (Carvalho, 2013),
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mas também pelo efeito toxico préprio dessas substancias (Tsui & Chu, 2003; Lipok et al.,
2010; Székacs et al., 2014).

Em relacdo ao tamanho das concentracGes utilizadas para glifosato grau técnico e
Roundup® sobre o nivel dos efeitos nocivos produzidos, em geral, houve uma distin¢do nos
padrdes de respostas fotossintéticas gerados pela concentracdo de 0,28 mg L™ quando
comparada as maiores concentragdes (3,5 mg L e 6 mg L), o que corrobora em parte com a
primeira hipotese deste trabalho. Embora a concentragdo de 0,28 mg L™ ndo tenha afetado tanto
as macroalgas como as demais concentracdes, ela foi capaz de gerar reducdes consideraveis na
concentracéo de clorofila a (Oedogonium sp., Nitella subglomerata e Spirogyra sp.) e na taxa
de fotossintese liquida (Nitella subglomerata e Desmidium grevillei), além do aumento no valor
do parametro (E) (Nitella subglomerata). Estes resultados demonstram que a concentracdo
méaxima permitida pelo CONAMA também é capaz de afetar a resposta fotossintética dessas
macroalgas.

Quando expostas ao AMPA, as espécies de macroalgas analisadas apresentaram padrbes
de resposta distintos entre si. Desmidium grevillei, por exemplo, ndo mostrou qualquer efeito
significativo sobre os parametros fotossintéticos analisados pelas técnicas utilizadas. Nitella
subglomerata (T1) e Spirogyra sp. (T7), por outro lado, revelaram a ocorréncia de danos no
aparato fotossintético (sinalizados pelo aumento nos valores do pardmetro (E) e reducdo da
concentracéo de clorofila a). No entanto, somente Spirogyra sp. apresentou reducgéo da taxa de
fotossintese liquida e nos valores dos parametros (®psi) € (qP). Para Oedogonium sp. (em Tl e
em T7) foi verificada a reducdo na taxa de fotossintese liquida sem, entretanto, qualquer outro
efeito significativo, seja nos parametros de fluorescéncia da clorofila a ou na concentragdo de
clorofila a, sugerindo novamente que, nesta espécie, tenha ocorrido um dreno de carbono no
ciclo de Calvin (Tabela 8; Figs. 5 e 6). Adicionalmente, os efeitos reportados para Oedogonium
sp. exposto ao AMPA mostraram mais inibicdes na resposta fotossintética quando comparado
ao Roundup®, sendo este o Gnico caso em que a segunda hipétese, referente ao maior efeito de
inibicdo do Roundup®, néo foi corroborada.

Considerando a diversidade de respostas fotossintéticas observadas para as macroalgas
verdes frente & exposicdo ao AMPA e também que a concentracdo utilizada no presente
experimento (qual seja, 0,03 mg Lt) é compativel com valores reportados em ambientes I6ticos
(Villeneuve et al. 2011; Coupe et al., 2012), os presentes resultados recomendam que 0S
produtos de degradacdo dos principios ativos utilizados no mercado de agroquimicos sejam
mais estudados e monitorados nos ambientes aquaticos. O caso do AMPA é especialmente

relevante, dado que este herbicida tém sido detectado em ambientes aquaticos com maior
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frequéncia que o proprio principio ativo que o deu origem, ou seja o glifosato (Daouk et al.,
2013; Battagli et al., 2014; Poiger et al., 2017).

Embora a concentracdo maxima de glifosato e AMPA estabelecida pelo Ministério da
Satide para agua potavel (ou seja, 0,5 mg L™t — Ministério da Satide, 2011) n&o tenha sido testada
no presente estudo, nem para o glifosato, nem para o AMPA e nem para a combinagéo de
ambos, é seguro que esta concentracdo também ocasione oscilagfes consideraveis na
produtividade fotossintética das macroalgas verdes, uma vez que foi testada, com efeito
negativo confirmado, uma concentracio menor do que este limite (0,28 mg L™1). O fato de ndo
haver um consenso entre 0s 6rgaos publicos brasileiros sobre os valores méximos permitidos
para glifosato e AMPA, associado a falta de estudos prévios e exaustivos envolvendo espécies
nativas, na adocdo de concentracOes legais limites, pode representar um grande risco para 0s
ecossistemas loticos tropicais. Os dados obtidos pelo presente estudo sinalizam exatamente
neste sentido e sugerem que, eventualmente, estudos mais completos, envolvendo outros tipos
de substancias, mais espécies tipicas de ecossistemas aquaticos e desenhos experimentais
variados (p.ex., teste agudo vs teste cronico; substancias isoladas vs combinacéo de substancias;
principio ativo vs produto de degradacao; doses legais vs doses reais encontradas na natureza,
etc.) devam ser levados em consideracdo na determinacdo de parametros legais, de preferéncia
universais, que atendam as especificidades dos ambientes aquaticos continentais brasileiros.

Do ponto de vista da comunidade de macroalgas como um todo, ao considerar a
dindmica de degradacdo do glifosato em AMPA a luz dos resultados obtidos no presente estudo,
é possivel inferir que a partir de um evento de contaminagdo as comunidades de macroalgas
tendem a sofrer flutuacbes em cascata da produtividade fotossintética ao longo do tempo. Tais
efeitos podem resultar em oscilagbes na composic¢do e/ou na dominancia das comunidades de
produtores primarios e/ou na estrutura dos ambientes I6ticos. Neste sentido, a contaminacao de
um riacho tropical de baixa ordem por glifosato, poderia, por exemplo, estimular inicialmente
a producdo fotossintética de espécies de macroalgas tais como Nitella subglomerata e
Oedogonium sp. e, posteriormente, ter este estimulo convertido em inibicdo a medida que a
concentracdo de glifosato diminuisse e a de AMPA aumentasse ao longo do processo de
degradacdo. Em contrapartida, espécies como Desmidium grevillei poderiam sofrer inibi¢do na
produtividade fotossintética quando inicialmente expostas a uma contaminacdo por glifosato,
mas ao longo do tempo, com a degradacgéo do glifosato em AMPA, poderiam experimentar um
retomada deste processo aos seus padrdes normais. Se for acrescentada nesta dinamica o papel
dos surfactantes, os cenarios ficam ainda mais complexos. Por exemplo, na presenga conjunta

do glifosato com o surfactante nos ambientes aquaticos (contaminagdo por Roundup®, por
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exemplo), os presentes resultados mostram que espécies como Nitella subglomerata deixariam
de apresentar o aumento da taxa metabdlica, que experimentariam quando expostas apenas ao
glifosato puro, para sofrer forte inibicdes na sua produtividade fotossintética logo no inicio da
exposicao (os resultados do presente estudo mostram que esta inibicdo ocorreria ja no primeiro
dia ap6s a exposicao), que se estenderiam por um longo prazo (os resultados do presente estudo
sugerem que esta inibicdo permaneceria ap0ds sete dias de exposic¢ao). Em relagdo a Spirogyra
sp., por ter sido reportado danos no centro de reacdo do PSII e/ou perda de produtividade em
todos os tratamentos (glifosato, Roundup® e AMPA) essa macroalga tende a ser a mais
prejudicada por um evento de contaminagé&o.

Portanto, € possivel perceber com os resultados do presente estudo experimental que a
presenca de herbicidas nos ambientes aquaticos, seus principios ativos, suas concentragdes,
suas dindmicas de degradacéo, entre outros aspectos, podem influenciar fortemente as respostas
fotossintéticas das macroalgas verdes, um dos grupos de produtores primarios mais relevantes
de ecossistemas léticos tropicais de baixas ordens. Assim, dada esta relevante influéncia, nao
apenas nas respostas fotossintéticas das espécies individualmente, mas também,
potencialmente, sobre toda a comunidade, sugere-se que estudos desta natureza se ampliem, de
modo que possam ser testados outros herbicidas (isolados e em conjunto), outras espécies de
outros filos algais e sob outros desenhos experimentais. Resultados oriundos de estudos desta
natureza podem, seguramente, gerar informacdes relevantes sobre a dindmica ecoldgica de rios
e riachos tropicais e permitir a tomada de decisdo mais consciente quanto ao manejo e protecdo

deste ecossistemas.
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Tabela 1. Lista de espécies estudadas com indicacdo da localizacéo e classe de sombreamento
dos ambientes I6ticos (DeNicola et al. 1992) onde foram coletados.

Espécimes Localizacao Classe de Sombreamento

) Rio do Pari (Platina/SP)
Oedogonium sp. Aberto
22°40°11°° S - 50°28°59”” O

) Rio Cubatdo (Cajuru/SP) )
Nitella subglomerata A. Braun Parcialmente Sombreado
21°14°14° S -47°13°15° O

) Ribeirdo Pirapitininga (Assis/SP)
Spirogyra sp. Aberto
22°38°28” S - 50°20°28” O

Desmidium grevillei (Kitzingex  Ribeirdo das Antas (Assis/SP)
Ralfs) De Bary 22°34'28,2" S - 50°25'6,9" O

Parcialmente Sombreado
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Tabela 2. Taxas de fotossintese liquida (mg de O2.g™ de PS.h1), respiragdo no escuro (mg de
02.g de PS.h1) e concentragdo de clorofila a (ug.mg™ de PS) em termos de média e desvio
padrdo das espécies de macroalgas expostas a diferentes concentracdes (Controle; 0,28; 3,5; e
6 mg L?) de glifosato grau técnico. Fotos.: taxa de fotossintese liquida; Resp.: taxa de

respiracéo no escuro; Clor.: concentragéo de clorofila a.

1°dia (T1) 7°dia (T7)
Fotos. Resp. Clor. Fotos. Resp. Clor.
0 2,3t0,8a 0,7#0,4a 6,4+1,7b 48+1,7a  2,3t1,8a 4,0+1,3a
0,28 2,3t1,2a  1,5+0,7a 4,6%1,1a 56+24a  2,1+12a 3,9+0,8a
Oedogonium sp.
3,5 3,9+0,1b  1,4+0,1a 4,7+0,9a 7,8+2,2a  3,0+1,1a 3,8+0,6a
6 4,1+04b  7,3£2,1b  4,1+1,0a 6,4+09a 17,3+22b  4,2+12a
0 11,5+1,5a 3,7+t1,2a 3,0+0,7a 7,9+24a  59+19a 1,0+0,3a
Nitella 0,28 152+4,0a 2,1+1,8a 2,5+0,5a 6,4+1,0a  7,9+3,3a 1,3+0,6a
subglomerata 3,5 15,5+0,6a 10,1+3,2b 2,7+0,9a 53t14a 10,1+0,9a 2,3+1,0b
6 13,5+0,7a 8,3t1,4b 2,5+0,8a 6,3t19a 7,2+2,1a 1,1+0,6a
0 29,8+5,4a 35,9+20,9a 11,2+3,1b 20,5+9,7ab 140,0+23,7a 6,1+3,4a
0,28 28,6+5,6a 11,8+4,4a 7,7t3,7a 8,0+5,7a 86,0+16,9a  3,2+1,9a
Spirogyra sp.
3,5 43,4£10,8a 11,4+15a 6,9+4,0a 29,7£12,7b 126,7+49,4a 3,1tl1,7a
6 35,4+7,7a 1,8+1,7a 5,4+13a 34,5+4,5b 160,3+77,3a 2,8+1,2a
0 22,2+6,7b 34,1+7,3a 2,1%+1,0a 34,6+10,4b 35,3+8,8a  4,5+0,9b
Desmidium 0,28 20,5+10,1b 33,4+11,3a 1,7+0,4a 41,0+£10b 30,8+7,4a  3,9+2,0b
grevillei 3,5 15,5+8,2b 38,1+9,4a 4,9+2,7b 27,6+49a 45,4+123a 1,8+0,7a
6 7,4+4,4a  27,8+51a 3,8+2,4b 20,7+3,8a 61,3t19,7a  4,2+1,5b

Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05).
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Tabela 3. Analise de variancia multivariada (MANOVA), considerando a taxa de fotossintese
liquida (Fotos.), a taxa de respiracdo no escuro (Resp.) e concentracdo de clorofila a (Clor.)
como variaveis dependentes e o tempo de exposicéo, e o tratamento com glifosato grau técnico

como covariaveis.

Fotos. Resp. Clor.

Foop F p F p
Tempo 19,2 <0,01 4,49 <0,05 15,4 <0,01
Tratamento 3,95 <0,05 10,6 <0,01 8,88 <0,01
Interacdo 0,02 0,88 1,85 0,17 535 <0,05

Oedogonium sp.

Tempo 36,54 <0,01 6,57 <0,05 26,04 <0,01
Nitella subglomerata Tratamento 1,19 0,28 11,43 <0,01 1,37 0,24
Interacdo 1,75 0,19 4,17 <0,05 1,74 0,19

Tempo 15,39 <0,01 60,18 <0,01 32,28 <0,01
Spirogyra sp. Tratamento 8,91 <0,01 1,62 0,22 7,87 <0,01
Interacdo 6,45 <0,01 1,16 0,35 0,57 0,63

Tempo 35,08 <0,01 4,75 <0,05 1,22 0,27
Desmidium grevillei Tratamento 9,3 <0,01 168 0,21 1,41 0,24
Interacdo 0,65 0,58 3,27 <0,05 8,9 <0,01
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Tabela 4. Anélise de variancia multivariada (MANOVA), considerando o rendimento quantico
efetivo (®@psn), 0 “quenching” fotoquimico (gP), a dissipacdo de calor no complexo antena (D)
e a dissipacdo de calor no centro de reacdo (E) como variaveis dependentes e o tempo de

exposicao e o tratamento com glifosato grau técnico como covariaveis.

Dpsii qP D E
F P F p F p F p
Tempo 151,14 <0,01 92,05 <0,01 8947 <0,01 552 <0,01
Oedogonium sp. Tratamento 34,4 <001 16,87 <0,01 3597 <0,01 7,92 <0,01
Interagio 3,05 <0,05 0,24 0,86 3,55 <0,05 0,83 048

Tempo 113,99 <0,01 105,33 <0,01 06 039 53,19 <0,01
Nitella subglomerata * Tratamento 71,93 <0,01 10,23 <0,01 17,52 <0,01 0,3 0,67
Interagdo 17,33 <0,01  -533 1 -3,92 0,79 566 1

Tempo 704,55 <0,01 307,79 <0,01 1455 <0,01 33,08 <0,01
Spirogyra sp. Tratamento 15 0,23 386 <005 7,22 <0,01 824 <0,01
Interagdo 1,03 0,39 0,51 0,67 0,64 0,59 0,43 0,73

Tempo 6,21 <0,05 0,63 043 1464 <0,01 6,15 <0,05
Desmidium grevillei  Tratamento 1,08 0,37 219 01 3,02 <005 1,72 0,18
Interacdo 0,23 0,87 0,43 0,72 0,11 0,95 0,2 0,89

* Para dados ndo paramétricos foi realizada a Analise de variancia PERMANOVA
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Tabela 5. Taxas de fotossintese liquida (mg de O.g™t de PS.h'Y), respiracdo no escuro (mg de
02.g de PS.h1) e concentragdo de clorofila a (ug.mg™ de PS) em termos de média e desvio
padrdo das espécies de macroalgas expostas a diferentes concentracdes (Controle; 0.28; 3.5; e
6 mg i.a.L ) de Roundup®. Fotos.: taxa de fotossintese liquida; Resp.: taxa de respiragio no

escuro; Clor.: teor de clorofila a.

1°dia (T1) 7° dia (T7)
Fotos. Resp. Clor. Fotos. Resp. Clor.
0 45+09a  11,3+0,6b  3,7tl,1a 6,8+1,7a 5,6+0,9a 1,4+0,7a
Oedogonium 0,28 4,1+12a 4,1+0,4a 3,2+ 1,1a 10,8+3,3b 9,8+4,7a 1,9+1,0a
sp. 3,5 6,1+1,5a 3,5+0,3a 2,5+1,8a 4,8+1,3a 19,1+4,2b 1,9+1,1a
6 5,1+0,8a 3,2+0,7a 3,4+1,0a 6,1+2,7a 19,1+4,7b 1,4+0,7a

0 22,5¢5,6b  8,0+1,5a 9,413,6a 26,9145,8b  37,7+16,7b  11,246,0b

Nitella 0,28 11,72+#1,1a 8,5%#3,3a  10,6+3,3a 25,0+4,2b 9,545,3a 7,0£2,8a
subglomerata 35 13,2+3,6a 9,3+2,3a 10,4+2,0a 15,5+3,2a 10,5+0,2a 5,1+0,8a
6 13,5+4,3a  4,4%0,1a 7,1£2,0a 12,6+4,6a 8,3t2,1a 5,0+1,0a

0 76,5+10,4b 35,4%151a 8,0£3,2b 60,1+24,7b  86,6+20,4b  7,8+3,6b
0,28 76,7¥11,0b 245+6,1a  6,0+2,5b 60,5+16,7b  33,2+6,5a 2,6%0,8a
3,5 74,6x158b 22,9+54a  4,0f1,6a 31,5+4,0a 28,1+2,0a 1,0+0,8a

6 455+22a  13,4+5,1a  3,7+1,8a 275+49a  36,4+139a 0,6+0,3a

Spirogyra sp.

0 20,7+4,7b  43,1+10,7a  4,8+1,8a 38,1+8,1a  92,3+27,1b  5,7+2,1b

Desmidium 0,28 9,4+1,7a 32,4+55a  3,840,8a 36,4+8,6a  37,2+4,3a  5,5+1,4b
grevillei 3,5 12,9+3,0a 32,4+153a 4,2+1,3a 241+39a  71,4+10,7b  2,6+0,9a
6 11,5¢15a  32,2+3,5a 3,6+1,5a 35,6£19,9a  56,7+8,1a 3,1+1,5a

Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05).
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Tabela 6. Analise de variancia multivariada (MANOVA), considerando a taxa de fotossintese

liquida (Fotos.), a taxa de respiracdo no escuro (Resp.) e concentracdo de clorofila a (Clor.)

como varidveis dependentes e o tempo de exposicdo e o tratamento de Roundup® como

covariaveis.

Oedogonium sp.

Nitella subglomerata

Spirogyra sp.

Desmidium grevillei

Tempo
Tratamento

Interacdo

Tempo
Tratamento

Interacdo

Tempo
Tratamento

Interacdo

Tempo
Tratamento

Interacdo

Fotos. Resp. Clor.

F P Foop Foop
17,36 <0,01 0,04 0,84 38,96 <0,01
233 0,13 7,22 <0,05 0,09 0,96
6,95 <0,05 24,31<0,01 0,67 0,57
11,24 <0,01 3,01 0,07 2,38 0,12
1,86 018 1,35 0,24 1,08 0,3
4,76 <0,05 -2,11 0,72 2,12 0,15
30,77 <0,01 21,89 <0,01 50,43 <0,01
13,11 <0,01 13,47 <0,01 24,95 <0,01
2,43 0,08 4,71 <0,05 6,98 <0,01
44,1 <0,01 31,07<0,01 0,08 0,77
2,18 0,07 6,94 <0,01 6,22 <0,01
-0,65 0,09 3,34 <0,05 3,7 <0,05
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Tabela 7. Anélise de variancia multivariada (MANOVA), considerando o rendimento quantico
efetivo (®@psn), 0 “quenching” fotoquimico (gP), a dissipacdo de calor no complexo antena (D)
e a dissipacdo de calor no centro de reacdo (E) como variaveis dependentes e o tempo de

exposicao e o tratamento com Roundup® como covariaveis.

LO TSI gP
F p F p F p F p
) Tempo 480,8 <0,01 223,18 <0,01 213,32 <0,01 81,37 <0,01
Oedogonium sp.
Tratamento 1,47 0,24 2,11 0,11 1,38 0,26 2,32 0,09
Interagdo 6,02 <0,01 4,13 <0,05 1,08 0,36 3 <0,05
Nitell Tempo 7,94 <0,01 11  <0,01 266 011 1291 <0,01
itella
Tratamento 4,45 <0,01 5,32 <0,01 2,76 <0,05 6,28 <0,01
subglomerata B
Interacdo 1,67 0,19 2,77 <0,05 4,14 <0,05 4,3 <0,05
Tempo 57,62 <0,01 29,57 <0,01 14,64 <0,01 192 0,17
Spirogyra sp. Tratamento 0,14 0,93 0,37 0,77 0,24 0,86 03 0,82
Interacéo 2 0,133 2,59 0,07 0,74 0,53 2,41 0,08
Tempo 343 <001 3168 <001 2899 <0,01 2,7 011
Desmidium grevillei Tratamento 3,5 <0,05 3,85 <0,05 554 <0,01 9,22 <0,01
Interacdo 0,03 0,99 0,15 0,92 0,02 0,99 0,08 0,96
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Tabela 8. Taxas de fotossintese liquida (mg de O2.g™ de PS.h1), respiragdo no escuro (mg de
02.g de PS.h1) e concentragdo de clorofila a (ug.mg™ de PS) em termos de média e desvio
padrdo das espécies de macroalgas expostas a diferentes concentragdes (Controle; e 0,03 mg L
1y de AMPA. Fotos.: taxa de fotossintese liquida; Resp.: taxa de respiragdo no escuro; Clor.:

concentracgéo de clorofila a.

1°dia (T1) 7°dia (T7)
Fotos. Resp. Clor. Fotos. Resp. Clor.
] 0 55+1,0b  12,0+0,2b  2,610,4a 24,3+1,0b 6,1+2,0a 1,0+0,3a
Oedogonium sp.
0,03 4,3%0,5a 4,1+0,4a  2,7#0,7a 16,2+4,1a 3,1+1,6a 1,3+0,6a
Nitella 0 54+22a  10,5+2,4a 6,4+1,1b 2,9+0,8a 10,3+2,7a 2,740,8a
subglomerata 0,03 4,5+2,0a 10,7+#1,1a 5,1+ 0,6a 2,5+0,1a 6,3+£3,5a 2,510,5a

) 0 147#12a 65,8+50a 4,8+25a 24,5+12,2b 116,0+32,3a 4,0£2,1b
Spirogyra sp.
0,03 12,1+24a 54,4+7,7a 5,8%2la 4,6x1,5a 47,1+11,5a 1,8+1,3a

Desmidium 0 26,0#6,9a 58,0+7,6a 4,2+1/4a 26,8+10,9a 22,7+8,0a 1,5+0,9a
grevillei 0,03 31,2+8,0a 48,9+23,2a 3,6+1,0a 23,0+1,8a 7,1+1,9a 1,5+0,8a

Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticas significativas (p < 0.05).
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Tabela 9. Analise de variancia multivariada (MANOVA) considerando a taxa de fotossintese

liquida (Fotos.), a taxa de respiracdo no escuro (Resp.) e concentracdo de clorofila a (Clor.)

como variaveis dependentes e o tempo de exposicdo e o tratamento com AMPA como

covariaveis.
Fotos. Resp. Clor.
F p F p F p
] Tempo 164,9 <0,01 21,1 <0,01 24,2 <0,01
Oedogonium sp.
Tratamento 0 1 30,5 <0,01 0,46 0,5
Interagdo 11,3 <0,01 8,13 <0,05 0,88 0,35
Tempo 6,57 <0,01 0,08 0,77 79 <0,01
Nitella
Tratamento 0,71 04 1 0,34 8,82 <0,01
subglomerata .
Interagédo 0,06 0,79 2,31 0,16 3,39 0,07
Tempo 3,13 0,09 4,35 0,07 9,69 <0,01
Spirogyra sp. Tratamento 24,3 <0,01 15,27 <0,01 0,68 0,41
Interagdo 14,2 <0,01 7,82 <0,05 4,72 <0,05
Tempo 1,18 0,29 26,73 <0,01 0,72 0,4
Desmidium  Tratamento 0,03 0,85 2,75 0,13 39,82 <0,01
grevillei
Interacéo 1,76 0,2 0,18 0,67 0,81 0,37
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Tabela 10. Andlise de variancia multivariada (MANOVA), considerando o rendimento
quantico efetivo (®psi), 0 “quenching” fotoquimico (gP), a dissipacdo de calor no complexo
antena (D) e a dissipacdo de calor no centro de reacdo (E) como variaveis dependentes e o

tempo de exposicao e o tratamento com AMPA como covariaveis.

LO TSI gP D E

F p F P F p F p
Tempo 91 <001 522 <0,01 22,5 <001 553 <0,01
Tratamento 5,22 <0,05 1,88 0,18 1,16 029 001 094
Interacdo 0,01 0,95 002 0,87 001 09 001 09

Oedogonium sp.

Tempo 6,57 0,02 0,08 0,77 79 <0,01 79 <0,01
Nitella subglomerata Tratamento 0,71 0,4 1 0,34 8,82 <001 8,82 <0,01
Interacdo 0,06 0,79 2,31 0,16 3,39 0,07 3,39 0,07

Tempo 323,2 <0,01 1082 <0,01 264,74 <0,01 20,03 <0,01
Spirogyra sp. Tratamento 5,74 <0,05 16,51 <0,01 1245 <0,01 27,66 <0,01
Interacdo 28,93 <0,01 22,09 <0,01 097 0,33 7,18 <0,05

Tempo 12,01 <0,01 9,84 <0,01 14,39 <0,01 3,52 0,07
Desmidium grevillei Tratamento 3,01 0,1 2,72 0,11 3,08 0,09 0,47 0,5
Interacdo 1,75 0,2 262 0,12 0,43 0,51 0,51 0,48
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Figura 1. Percentual da fracdo de luz usado pelas macroalgas na fotossintese (rendimento quantico efetivo - ®ps - listrado) e dissipado na forma
de calor pelo complexo antena (D — cinza claro) e pelo centro de reacdo (E — cinza escuro) quando expostas ao glifosato grau técnico. Letras

diferentes representam diferencgas estatisticas significativas (p < 0,05).
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Figura 2. “Quenching” fotoquimico (qP) das espécies de macroalgas analisadas apds um (T1) e setes dias (T7) de exposi¢do ao glifosato grau

técnico. Letras diferentes representam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05).
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Figura 3. Percentual da fragdo de luz usado pelas macroalgas na fotossintese (rendimento quéntico efetivo - ®ps; - listrado) e dissipado na forma
de calor pelo complexo antena (D — cinza claro) e pelo centro de reagdo (E — cinza escuro) quando expostas a0 Roundup®. Letras diferentes

representam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05).
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Figura 4. “Quenching” fotoquimico (qP) das espécies de macroalgas analisadas apds um (T1) e setes dias (T7) de exposi¢do ao Roundup®. Letras

diferentes representam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05).
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Figura 5 Percentual da fracdo de luz usado pelas macroalgas na fotossintese (rendimento quantico efetivo - ®psy - listrado), e dissipado na forma
de calor pelo complexo antena (D — cinza claro) e pelo centro de reagdo (E — cinza escuro) quando expostas ao AMPA. Letras diferentes representam

diferencas estatisticas significativas (p < 0,05).
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Figura 6. “Quenching” fotoquimico (gP) das espécies de macroalgas analisadas ap6s um (T1) e setes dias (T7) de exposicdo ao AMPA. Letras

diferentes representam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05).
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Capitulo 3

Efeito da combinacdo de herbicidas a base de glifosato e 2,4-D sobre as respostas

fotossintéticas de macroalgas verdes de ambientes I6ticos tropicais.
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Resumo

O aumento do numero de plantas daninhas resistentes ao glifosato em &reas de cultivo tém
levado os produtores rurais a buscarem formas alternativas para o manejo dessas plantas. Uma
alternativa bastante difundida neste contexto consiste na aplicacdo conjunta de herbicidas a base
de glifosato e 2,4-D. E, ainda que ambos os herbicidas figurem entre os mais utilizados no
Brasil, estudos que avaliam as consequéncias da contaminagao simultanea por estes herbicidas
em ambientes aquaticos, principalmente sobre os produtores primarios, sdo escassos. Para
preencher esta lacuna, este trabalho buscou avaliar a resposta fotossintética de quatro espécies
de macroalgas verdes (Nitella subglomerata, Oedogonium sp., Spirogyra sp., e Desmidium
grevillei), através do método da evolucdo do oxigénio dissolvido, da fluorescéncia da clorofila
a e da concentracao de clorofila a, quando expostas a uma combinacao de glifosato (Roundup®
-3,5mga.e.Lt) e2,4-D (Bratt® - 2 mg a.e.L ), apds um e sete dias de exposicdo. Os resultados
mostraram que os efeitos negativos sobre as respostas fotossintéticas das macroalgas analisadas
tenderam a serem amenizados ao longo do tempo, ndo sendo mais estatisticamente perceptiveis
apos sete dias de exposicdo. De modo geral, ao comparar os resultados relativos a exposicao
das macroalgas a mistura de herbicidas com aqueles obtidos apds a exposi¢do dos herbicidas
individualmente, ha indicios indicando que o 2,4-D seja capaz de gerar efeitos antagbnicos ao
glifosato para a maioria das espécies testadas.

Palavras-chave: glifosato, 2,4-D, mistura de herbicidas, fluorescéncia da clorofila a,

resposta fotossintética, macroalgas verdes.
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Introducéo

O glifosato, N-(fosfonometil) glicina, € um herbicida cujo principal mecanismo de ago
reside na inibicdo da enzima EPSPs (5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase), responsavel
pela sintese de aminoacidos aromaticos fundamentais para o desenvolvimento da planta
(Devine et al., 1993; Forlani et al., 2008; Sdenz & Di Marzio, 2009). A interrupcao na atividade
da enzima EPSPs pelo glifosato gera também efeitos indiretos na fotossintese através da
reducdo na concentracao de carotenoides, clorofila a, acidos graxos e na assimilacao de carbono
(Yamada & Castro, 2007; Zobiole et al., 2012; Gomes et al., 2014; 2017). Adicionalmente, a
capacidade de formacdo de centros de reacdo do fotossistema Il (PSIl) também é afetada pela
inibicdo da sintese de aminoécidos aromaticos (Vivancos et al., 2011; Yanniccari et al., 2012).

Atualmente, o glifosato é um dos herbicidas mais utilizados no mundo (Annett et al.,
2014; Battaglin et al., 2014; Poiger et al., 2017). No entanto, sua extensiva utilizacdo durante
as Ultimas décadas gerou uma pressao seletiva sobre as plantas daninhas ocasionando a sele¢éo
de bidtipos resistentes (Christoffoleti, 2001). Embora o nimero de bidtipos resistentes venha
aumentando a cada ano, a utilizacdo de herbicidas a base de glifosato continua sendo uma
opcao, porém, associada a certas adaptacdes neste tipo de manejo agricultural que passaram a
ser utilizadas (Christoffoleti & Lopez-Ovejero, 2008; Pérez et al., 2011; Christoffoleti &
Nicolai, 2016). Neste sentido, para controlar uma populagéo de plantas daninhas resistentes ao
glifosato presentes em areas de cultivo, uma das medida mais utilizadas por produtores rurais
passou a ser a aplicacdo conjunta de glifosato com outro herbicida de mecanismo de acédo
distinto (Christoffoleti & Lopez-Ovejero, 2008; Ulguim et al., 2013; Christoffoleti & Nicolai,
2016).

Exemplos de herbicidas que tém sido utilizados em consércio com o glifosato séo 0s
mimetizadores de auxinas, como o acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) que pode compor
uma mistura com o glifosato em aplicacdes de dessecacdo no periodo de pré-plantio (Moreira
et al. 2007; Takano et al., 2013; Peterson et al., 2016). O 2,4-D ¢ utilizado em dicotileddneas,
gerando profundas alteracbes na organizacdo do citoesqueleto das células vegetais,
ocasionando, inicialmente, anomalias de crescimento e uma reducdo de atividade da
mitocdndria e dos lisossomos, e, posteriormente, 0 aumento na concentracao de &cido abcisico
e etileno (Christoffoleti & LoOpez-Ovejero, 2008; Grossmann, 2010). O aumento na
concentracédo de acido abcisico provoca uma reducgéo na assimilacédo de CO2, ocasionado pelo
fechamento estomatico e culminando na reducdo da produtividade fotossintética.
Adicionalmente, a produc¢éo desregulada de &cido abcisico e etileno pelo herbicida 2,4-D, gera

um aumento no ndmero de espécies reativas de oxigénio, que acarreta a degradagdo de
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membranas lipidicas presentes em organelas, como por exemplo cloroplastos, tendo como
consequéncia até mesmo a morte celular. (Christoffoleti & Lopez-Ovejero, 2008; Grossmann,
2010; Christoffoleti & Nicolai, 2016).

A consorciacdo de herbicidas a base de 2,4-D e glifosato tem obtido tdo bons
rendimentos no controle de varios biotipos resistentes ao glifosato que uma formulagdo
comercial (contendo 195 g a.e.L ! de 2,4-D + 205 g a.e.L™* de glifosato) foi desenvolvida pela
Dow AgroSciences (Li et al., 2010; 2013; Peterson et al., 2016).

Ainda que herbicidas a base de 2,4-D sejam vendidos em grandes quantidades no Brasil
(IBAMA, 2016), problemas decorrentes do extenso carreamento desses herbicidas, fendmeno
chamado de deriva, para outras areas de cultivo ndo-alvo da aplicacdo original, levou 0s 6rgaos
competentes a restringirem seu modo de aplicacdo e até mesmo sua utilizacdo em alguns paises
(Sciumbato et al., 2004; Peterson et al., 2016). Entre os ambientes mais sucetiveis a deriva
indesejada de herbicidas estdo os ambientes aquéticos, de modo que eventos de contaminac&o,
n&o apenas relacionado ao carreamento do 2,4-D (Raberg et al., 2003; Singh et al., 2017), mas
também ao glifosato (Battaglin et al., 2014; Poiger et al., 2017) sdo frequentemente reportados.
Ao atingir o ambiente aquatico, a complexa interacdo entre 0s diversos organismos presentes
pode ser duramente afetada, ocasionando um desequilibrio nestes ecossistemas (Botelho et al.,
2012). Pela semelhanca fisiolégica com as plantas daninhas, a comunidade de produtores
primarios dos ecossistemas aquaticos tende a ser afetada primariamente, produzindo ndo apenas
um impacto sobre si mesma, mas, eventualmente, o transferindo para toda a teia tréfica, em um
efeito cascata.

Em ambientes I6ticos, as macroalgas representam uma importante comunidade de
produtores primarios (Arscott et al., 1998). As macroalgas verdes, por sua vez, s80 comumente
reportados como aquelas que apresentam a maior riqueza e abundancia nesses ambientes,
principalmente em riachos submetidos a altas irradiancias (Sheath & Burkholder 1985,
Stevenson, 1996; Okada & Watanabe, 2002; Necchi, 2004; Peres et al., 2017).

Embora existam trabalhos que j& avaliaram os efeitos individuais do glifosato (Forlani
et al., 2008; Daouk et al., 2013; Pizarro et al., 2016, Oliveira et al. 2016) e do 2,4-D (Kobraei
& White, 1996; Raberg et al., 2003; Uji et al., 2016) sobre a biota aquatica, ainda séo escassos
os estudo que investigaram os efeitos do uso combinado destes dois herbicidas (Relyea, 2009).
Esta constacdo € ambientalmente bastante preocupante, uma vez que o0 uso desta combinacéo
tém aumentado com o aumento do ndmero biotipos resistentes ao glifosato, sem que,
entrentanto, estudos dos seus efeitos em organismos e/ou sistemas ndo-alvo tenham

acompanhado o crescimento do uso desta pratica de manejo agricultural.
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Assim, dada a importancia de se compreender os efeitos que a combinagéo de glifosato
e 2,4-D pode causar nesse importante filo algal, este trabalho foi realizado com o objetivo de
investigar os possiveis impactos da exposicao destas substancias sobre as resposta fotossintética
de quatro espécies de macroalgas verdes loticas.

Diante dos potenciais efeitos destes herbicidas na fotossintese de produtores primarios,
e particularmente, no pontencial dano oxidativo que ambos os herbicidas tendem a causar,
espera-se que as macroalgas verdes testadas demonstrem uma forte inibicdo da resposta
fotossintética, apresentando, principalmente, danos no centro de reacdo do fotossistema Il e

degradacéo da concentracdo de clorofila a.

Materiais e Métodos

As macroalgas coletadas em riachos de baixas ordens (22 e 3% ordens) (Tabela 1) foram
transportadas in vivo para o laborat6rio para a realizacdo da limpeza, utilizando microscopio
estereoscopico e pincel de cerdas duras e jatos de agua destilada, e em seguida, 0 processo de
pesagem do material (peso fresco - 150 £ 10 mg).

Apds a pesagem, os organismos foram transferidos para erlenmeyers contendo 100 mL
de meio bésico de Bold (Watanabe, 2005) e mantidos aclimatados por trés dias em estufas tipo
B.O.D. (marca Nova Etica, modelo 411/FDP355) com fotoperiodo de 12/12 horas e nas mesmas
condicdes de temperatura (20 *+ 0,5°C) e irradidncia (140 + 15 umol.m™s™) durante todo o
experimento.

Para investigar a resposta fotossintética das macroalgas verdes expostas a uma mistura
de Roundup® (glifosato) e Bratt® (2,4-D), foram utilizadas as concentragdes recomendadas
pelos fabricantes, que, para o glifosato, corresponde a 3,5 mg de ingrediente ativo [i.a.] L%,
(Vera et al., 2012; Giesy et al., 2000) e para 0 2,4-D corresponde a 2 mg i.a.L? (Kobraei &
White, 1996; Parsons et al., 2001), respectivamente.

O delineamento empregado neste experimento seguiu as diretrizes da Organizagéo de
Cooperacdo Econdmica e Desenvolvimento (OCDE) para o teste de produtos quimicos 221
(OECD, 2011). Este delineamento, embora tenha sido proposto para Lemna sp., ja foi aplicado
utilizando-se macroalgas verdes como organismos testes (Oliveira et al., 2016), e consiste em
um teste semi-estatico com anélise de resposta no primeiro (T1) e no sétimo dia (T7) apos a
exposicdo ao herbicida e com a renovacao da meio de cultura no terceiro e quinto dia para evitar
a perda de nutrientes e ingredientes ativos (Neskovic et al., 1996; OECD, 2011).

As respostas fotossintéticas das macroalgas verdes submetidas aos efeitos dos

tratamentos experimentais foram analisadas pelas variagfes entre 0s grupos tratados (ou seja,
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sob exposicdo a combinacdo dos herbicidas testados) em relagdo ao grupo controle (ou seja, na
auséncia de exposicdo aos herbicidas testados). Assim, foram analisados parametros
fotossintéticos de cada amostra obtidos/calculados a partir dos seguintes métodos analiticos: i)
evolucéo do oxigénio dissolvindo, com a aplicacdo da técnica dos frascos claros e escuros; ii)
fluorescéncia da clorofila a, com auxilio de fluorémetro subaquético e iii) concentracdo de
clorofila a, por meio de método espectrofotométrico.

Através do método dos frascos claros e escuros (Littler & Arnold, 1985; Thomas, 1988),
foram determinadas as taxas de fotossintese liquida e respiracao no escuro para ambos 0s grupos
experimentais (controle e tratamento), seguindo os mesmos procedimentos descritos por Necchi
& Zucchi (2001) e Vieira & Necchi (2003). Dessa forma, para a analise da fotossintese liquida,
cinco amostras foram colocadas em frascos de 110 mL de vidro com 98,5 % de transparéncia
(os chamados frascos claros), e mantidas em incubacdo em condi¢des constantes de temperatura
(20 + 0,5°C), iluminagéo (140 *+ 15umol.ms?) e agitagdo (100 + 2,5 r.p.m.) durante uma hora.
O mesmo procedimento foi utilizado para o calculo da respiracdo no escuro, porém, trés
amostras algais foram incubadas em frascos cobertos com papel aluminio sob total auséncia de
luz (os chamados frascos escuros). As concentrac@es inicial (ou seja, medida antes do periodo
de incubacdo) e final do oxigénio dissolvido (ou seja, medida apds o periodo de incubacéo),
tomadas para cada grupo experimental em cada dia da analise (T1 e T7) foram mensuradas com
o0 uso de um oximetro de bancada equipado com uma sonda com auto-agitacao (Yellow Springs
Instruments, modelo 5100).

As medidas de fluorescéncia da clorofila a, por sua vez, foram realizadas utilizando o
fluordmetro subaquético Diving-PAM (Walz, Effeltrich, Germany). Apds o periodo de
aclimatacdo no escuro (30 minutos — Lichtenthaler et al., 1981; Yannicari et al., 2012), Nos
dias T1 e T7, cinco réplicas de cada tratamento foram submetidas a uma “Curva de Indugdo”
(Schreiber et al.,1995) utilizando-se luz actinica com intensidade de 285 pmol fotons.m2.s7, e
pulsos de saturacdo a cada 15 segundos, com duracdo de 0,8 segundos e intensidade de 2000
umol fétons.m™2.st. Os pardmetros do fotossistema I (PSIl) mensurados foram: rendimento
quantico efetivo do PSII (®psn) (Genty et al., 1989; Schreiber et al., 1995; Necchi, 2005);
“quenching” fotoquimico (qP) (Baker & Rosenqvist, 2004); dissipagédo de calor no complexo
antena do PSII (D) (Demmig-Adams et al., 1996); e dissipacdo de calor pelo centro de reagédo
do PSII (E) (Demmig-Adams et al., 1996).

Ao final do experimento, apds as anélises de fotossintese liquida, respiragcdo no escuro
e dos parametros relacionados a fluorescéncia da clorofila a, as amostras foram submetidas as

analises de concentracéo de clorofila a corrigida da feofitina por espectrofotometria (Biospectro
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modelo SP220). As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda 665 e 750 nm,
utilizando-se acetona 90% para a calibragéo (branco da amostra) (Wetzel & Likens, 2000).

Os resultados encontrados foram submetidos inicialmente a estatistica descritiva, ao
teste de normalidade Ryan-Joiner, e ao teste de igualde de variancias pelo método Levene. Em
seguida, para comparar as medias obtidas de cada grupo experimental, foi realizado o teste t de
Student para amostra ndo pareadas (dados paramétricos) ou o teste de Mann-Witney (dados néo
paramétricos), ambos realizados através do software Minitab, versdo 17 (Ryan et al., 1985). Os
efeitos da interacdo entre o tratamentos e o tempo de exposicdo sobre as respostas
fotossintéticas das macroagas verdes testadas foram avaliadas pela da Andlise de Variancia
Multivariada (MANOVA), também no Minitab, versdo 17 (Ryan et al., 1985). Para a
construcdo dessas andlises, as respostas fotossintéticas (ou seja, 0s parametros fotossintéticos
medidos ou calculados) foram consideradas variaveis dependentes, enquanto que o tempo de
exposicdo e o tratamento como covariaveis. Quando os pressupostos de normalidade e de
igualdade de variancia ndo foram alcancados, a interacdo entre tempo de exposicdo e
concentracdo foi investigada usando Analise Multivariada de Permutacdo ndo paramétrica
(PERMANOVA) baseada na distancia euclidiana e 9999 permutacdes no software PAST
(Hammer et al., 2001).

Resultados
Todos os resultados numéricos (médias + desvio-padrdo) de cada parametro
mensurado/calculado, assim como o resultados das analises estatistica, estdo apresentados nas

Tabelas 2-4 e nas Figuras 1 e 2.

Evolucdo do oxigénio dissolvido

Efeitos significativos encontrados nos experimentos envolvendo o método da evolucgéo
do oxigénio dissolvido foram a redugdo no valor da taxa de fotossintese liquida de Spirogyra
sp., em T1, e 0 aumento da taxa de respiracdo no escuro de Desmidium grevillei, em T7 (Tabela
2). A reducdo da taxa de fotossintese liquida de Spirogyra sp. foi da ordem de -21,3% em
relagdo ao grupo controle (t = 2,4 e p < 0,05), ao passo que, o aumento na taxa de respiragao
no escuro de Desmidium grevillei correspondeu a +116% (t =-6,8 e p <0,01) (Tabela 2).

Os resultados da MANOVA mostraram que a interacdo entre tempo de exposicao e
tratamento foi significativa para taxa de fotossintese liquida nas macroalgas Oedogonium sp.
(F=6,9ep<0,05) e Spirogyrasp. (F =5,9 e p<0,05), e para a taxa de respiracdo no escuro
em Desmidium grevillei (F =27,7 e p<0,01) e Spirogyra sp. (F =7,0 e p <0,05) (Tabela 3).
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Clororofila a

O resultado da concentracgéo de clorofila a foi estatisticamente significativo somente na
analises realizada no sétimo dia de exposicao a mistura de herbicida (T7), com um aumento de
+11,8% para Desmidium grevillei, quando comparados com o grupo controle (t =-2,8 e p <
0,05) (Tabela 2).

Entretanto, o resultado da MANOVA mostrou efeitos significativos da interacdo entre
tempo de exposicdo e tratamento sobre a concentracdo de clorofila a para as espécies
Desmidium grevillei (F =8,3e p <0,01) e Spirogyra sp. (F = 2,8 e p <0,05) (Tabela 3).

Fluorescéncia da clorofila a

Quanto aos parametros obtidos a partir dos dados de fluorescencia da clorofila a, todas
as espécies de macroalgas verdes testadas apresentaram efeitos estatiticamente significativos,
em pelo uma das datas experimentais, quando comparados os resultados dos tratamentos
experimentais aos do grupo controle (Tabela 4, Figuras 1 e 2).

Nitella subglomerata e Oedogonium sp., ap6s um dia de exposicdo a mistura de
herbicidas (T1), apresentaram aumento no parametro que avalia a dissipagdo de calor pelo
centro de reacdo (E). Estes aumentos no parametro (E) foram da ordem de +44,8% para Nitella
subglomerata (t=-5,5e p <0,01), e de +27,5% para Oedogonium sp. (t=-2,9 e p <0,05) (Fig.
1). Por outro lado, observou-se uma reducédo nos valores do parametro "quenching" fotoquimico
(gP) para Nitella subglomerata e para Oedogonium sp., de modo que para a primeira, 0s valores
deste parametro foram -38,6% menores do que os observados para o grupo controle (t=5,4 ¢
p <0,01), e para a segunda -22,8% (t = 2,8 e p < 0,05) (Fig. 2). Adicionalmente, Nitella
subglomerata apresentou uma reducdo de -39,2% no parametro rendimento quéntico efetivo
(Drsn) (t=4,4ep<0,01).

Para Spirogyra sp. houve uma reducdo inicial (em T1) de -9,5% nos valores do
parametro (®psi) (t = 2,9 e p < 0,05), porém na analise realizada em T7 observou-se uma
inversdo desta tendéncia, com o registro de um aumento nos valores deste parametro (cerca de
+134,5% em relacdo ao grupo controle; t = 4,2 e p <0,01). Ainda para Spirogyra sp., em T7,
observou-se um aumento (+199,2% em relacdo ao grupo controle) nos valores dos parametros
(E) t=-55ep<0,01)(t=4,2ep<0,01), além de uma reducédo no parametro (D) (-42,9%)
(W=40ep=<0,05) (Fig. 1).

Resultado similar foi reportado para Desmidium grevillei que experimentou, apds sete

dias de exposi¢édo (T7), reducdo de -19,5%, em relagdo ao grupo controle, nos valores do
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parametro (D) (t =6,5e p <0,01), ¢ aumentos de +19,6% nos valores do parametro (E) (t = -
3,8ep<0,01), de +68% do parametro (Opsn) (t =-6,4 e p <0,001) (Figura 1), e de +29,4% no
parametro (gP) (t=-3,8 e p<0,001) (Figs. 1 e 2).

A interacdo entre tempo de exposicdo e tratamento, usando os parametros da
fluorescéncia da clorofila a como covaridveis, foi significativa para as espécies Nitella
subglomerata, Desmidium grevillei, e Spirogyra sp (Tabela 4). Em Nitella subglomerata foram
significativos os parametros (®psi) (F=23,1ep<0,01), (qP) (F=26,9ep<0,01),e (E) (F=
13,9e p<0,01). Por sua vez, Desmidium grevillei apresentou efeitos significativos da interagéo
nos parametros (D) (F=11,9ep<0,01)e (E) (F=8,1e p<0,05). Enquanto que para Spirogyra
sp. foram significativos os parametros (®psi) (F =22,7ep<0,01), (D) (F=292ep<0,01)e
(E) (F=24,8ep<0,01) (Tabela 4).

Discusséo

Os resultados observados em Nitella subglomerata e Oedogonium sp. mostraram que 0
efeitos negativos no aparato fotossintético, verificados através dos parametros de fluorescéncia
da clorofila a, ndo resultaram em qualquer variacdo na produtividade (taxa de fotossintese
liquida e respiracdo no escuro) ou na concentracdo de clorofila a (Tabela 2, Figs. 1 e 2). A
reducdo na produtividade (p.ex., na taxa de fotossintese liquida) em decorréncia de efeitos
negativos no aparato fotossintético (p.ex, nos valores de ®psi) foi reportado somente para
Spirogyra sp., em T1 (Tabela 2, Fig. 1).

Por sua vez, Spirogyra sp. e Desmidium grevillei apresentaram em T7 um aumento na
dissipacéo de calor pelo centro de reacdo (E) que, embora seja nocivo para a manutencéo do
centro de reacdo do PSII, foi acompanhado pelo aumento nos valores do rendimento quantico
efetivo (®psit), para ambas as macroalgas. Por sua vez, a auséncia de efeitos na produtividade
(fotossintese liquida e respira¢do no escuro) para Spirogyra sp. € 0S aumentos no parametro
(gP), além dos aumentos reportados para a taxa de respiragdo no escuro e para a concentracdo
de clorofila a reportados para Desmidium grevillei (Figs. 1 e 2), ndo permitem afirmar que estas
macroalgas expostas as formula¢Ges comerciais de glifosato e 2,4-D estejam sofrendo inibicoes
na fotossintese em T7.

Comparando ainda estes resultados com os observados no tratamento com o Roundup®
na concentracéo de 3,5 mg.L™ (ver Capitulo 11 desta tese), com exce¢do de Oedogonium sp.,
todas as macroalgas tiveram os efeitos inibitorios na resposta fotossintética amenizados quando
0 Roundup® foi administrado em conjunto com o 2,4-D (Bratt®). Portanto, é possivel concluir

que, para a maioria das macroalgas testadas, a formulacdo comercial do herbicida 2,4-D,
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quando administrada na concentragdo recomendada pelo fabricante (2 mg L), apresentou
efeitos antagonicos aos da formulagdo comercial de glifosato, ou seja 0 Roundup®.

De fato, varios trabalhos tém relatado que, na concentracdo recomendada pelo
fabricante, o herbicida 2,4-D pode ser capaz de estimular o crescimento algal (Cooke et al.,
2002; Kobraei & White, 1996, Piotrowska-Niczyporuk & Bajguz, 2014) e que os efeitos
deletérios causados pelo 2,4-D sobre estes organismos tendem a ocorrer somente quando
expostos a altas concentragdes (20 mg L' — Wong, 2000; 40 mg L* - Kobraei & White, 1996).
Em contrapartida, um estudo desenvolvido com a microalga verde Scenedesmus obliquus,
exposta ao 2,4-D grau técnico, mostrou que o rendimento quantico efetivo (®psn) foi reduzido
quando submetido a concentrag@es iguais e inferiores a2 mg L™ (Zhu et al., 2016).

Ao analisar o tratamento combinado de glifosato e 2,4-D na literatura, ha a descricéo de
uma variedade de tipos de respostas fisiologicas que, dependendo do organismo testado, pode
resultar em efeitos antag6nicos ou sinérgicos (Peterson et al., 2016; Grossmann, 2010).

Para além das variagdes nas respostas fotossintéticas observadas quando diferentes
organismos sdo expostos a uma combinacdo de herbicidas a base de glifosato e 2,4-D, um fator
que tem sido descrito como relevante para determinar o tipo e a intensidade dos efeitos é o
tempo de exposi¢do. A importancia do tempo de exposicdo torna-se evidente ao se analisar 0s
dados das andlise multivariadas (Tabelas 3 e 4) que foram conduzidas no presente estudo. Por
estas analises, fica claro que a interacdo entre tempo de exposicdo e tratamento representa a
influéncia mais significativa sobre as respostas fotossintéticas observadas, sendo tal padrdo
particularmente evidente para Spirogyra sp, que apresentou alteracdes significativas na taxa de
fotossintese liquida (T1) e nos parametros de fluorescéncia da clorofilaa (T1 e T7).

Estes resultados sugerem que para as macroalgas verdes, com base nos dados do
presente estudo e corroborados por dados da literatura (p.ex., Peterson et al., 2016; Grossmann,
2010), o herbicida 2,4-D (Bratt®) tende a compensar, ao longo do tempo de exposicdo, 0s
efeitos inibitorios sobre a fotossintese produzidos pela exposicdo ao glifosato (Roundup®),
refutando integralmente a nossa hipotese inicial.

Por fim, sugere-se que estudos futuros abordem também a combinacgdo dos principais
produtos de degradacdo dos herbicidas 2,4-D e glifosato (2,4,5-T e AMPA, respectivamente),
para que se compreenda os efeitos desta mistura nas macroalgas dentro de uma perspectiva

temporal maior, englobando também a dindamica de degradacao conjunta desses herbicidas.
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Tabela 1. Lista de espécies com a localizacéo e classe de sombreamento (DeNicola et al. 1992)
dos riachos onde foram coletados.

Espécimes Localizacao Classe de Sombreamento

) Rio do Pari (Platina/SP)
Oedogonium sp. Aberto
22°40°11°° S - 50°28°59”” O

) Rio Cubatdo (Cajuru/SP) )
Nitella subglomerata A. Braun Parcialmente Sombreado
21°14°14° S -47°13°15° O

) Ribeirdo Pirapitininga (Assis/SP)
Spirogyra sp. Aberto
22°38°28” S - 50°20°28” O

Desmidium grevillei (Kitzingex  Ribeirdo das Antas (Assis/SP)
Ralfs) De Bary 22°34'28,2" S - 50°25'6,9" O

Parcialmente Sombreado
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Tabela 2. Taxas de fotossintese liquida (mg de O2.g™ de PS.h), respiragdo no escuro (mg de
02.g de PS.h1) e concentragdo de clorofila a (ug.mg™ de PS) em termos de média e desvio
padrdo das espéecies de macroalgas expostas a mistura dos herbicidas Roundup® (3,5 mgi.a.L
1Y e Bratt® (2 mg i.a.L™). Fotos.: taxa de fotossintese liquida; Resp.: taxa de respiracdo no
escuro; Clor.: concentracédo de clorofila a).
1° dia (T1) 7° dia (T7)
Fotos. Resp. Clor. Fotos. Resp. Clor.

0 105#1,3a 35+l1a 14,7+32a 8,6+2,3a 7,1+2,6a 17,7+4,1a

35+2 125+24a  28+02a 139+43a 6,2t0,6a 4,5+0,8a 15,6+4,5a

Oedogonium sp.

5,1+2,0a 16,8+9,6a 10,4+3,6a 6,4+1,1a 10,3t1,5a 5,7+1,0a

Nitella subglomerata
5,2+3,1a 6,7+3,3a  7,7£3,2a 7,4+36a 10,4%19a 5,6+1,2a

Spirogyra sp. 0 36,1£3,4b  61,9+4,1a 7,3£3,9a 58+1,7a 42,9+59a 1,1+0,6a
3,5+2 28,3+6,1a 70,2+0,8a 4,9+1,5a 6,4+2,0a 35,6+7,0a 0,8%£0,8a

0 351+179a 112,5#53a 7,0+4,8a  25,4+8,8a 40,4+8,0a 2,1+0,8a

Desmidium grevillei
3,5+2 34,0#54a 80,0£22,6a 3,7+19a  33,2+7,7a 87,3x8,7b 4,8+25b

Médias seguidas por letras distintas apresentam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05).
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Tabela 3. Analise de variancia multivariada (MANOVA), considerando a taxa de fotossintese
liquida (Fotos.), a taxa de respiracdo no escuro (Resp.) e concentracdo de clorofila a (Clor.)
como variaveis dependentes e tempo de exposicado e o tratamento com a mistura dos herbicidas

Roundup® (3,5 mg i.a.L™?) e Bratt® (2 mg i.a.L™) como covariaveis.

Fotos. Resp. Clor.
F P F p F p
Tempo 17,3 <0,01 0,04 0,84 38,9 <0,01
Tratamento 2,3 0,13 7,22 <0,05 0,1 096
Interagdo 6,9 <0,05 24,3 <0,01 06 057

Oedogonium sp.

Tempo 11,2 <0,01 30 0,07 23 012
Tratamento 1,8 0,18 1,3 0,24 10 0,3
Interacéo 4,7  <0,05 21 0,72 21 0,15

Nitella subglomerata

Tempo 30,7 <0,01 21,8 <0,01 50,4 <0,01
Tratamento 13,1 <0,01 134 <0,01 249 <0,01
Interacéo 2,4 0,08 4,7 <0,05 6,9 <0,01

Spirogyra sp.

Tempo 441 <0,01 31,0 <0,01 01 0,77
Tratamento 2,1 0,07 6,9 <0,01 6,2 <0,01
Interagéo -0,6 0,09 3,3 <0,05 3,7 <0,05

Desmidium grevillei




Tabela 4. Andlise de variancia multivariada (MANOVA), considerando o rendimento
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quantico efetivo (®psii), 0 “quenching” fotoquimico (gP), a dissipagéo de calor no complexo

antena (D) e a dissipacédo de calor no centro de reacdo (E) como varidveis dependentes e o

tempo de exposicdo e o tratamento com a mistura dos herbicidas Roundup® (3,5mgi.a.L?) e

Bratt® (2 mg i.a.L™) como covariaveis.

®psii gP D E

F P F p F p F P
Tempo 480,8 <0,01 2231 <0,01 213,3<0,01 81,3 <0,01

Oedogonium sp.  Tratamento 14 0,24 21 011 13 0,26 23 0,09
Interagdo 6,0 <0,01 41 <005 11 0,36 3  <0,05
) Tempo 79 <0,01 11 <001 26 011 12,9 <0,01
subgllgi:zata Tratamento 44 <0,01 53 <0,01 27 <005 6,2 <001
Interacéo 1,6 0,19 2,7 <0056 41 <005 43 <005

Tempo 576 <001 295 <001 146 <001 19 0,17

Spirogyra sp.* Tratamento 0,1 0,93 03 077 02 08 0,3 0,82
Interacéo 2 0133 25 007 07 053 24 0,08

Tempo 343 <001 316 <001 289 <0,01 27 0,1
Desmidium grevillei  Tratamento 3,5 <0,05 38 <005 55 <001 92 <0,01
Interagdo 0,1 0,99 01 092 01 099 01 0,9

* Para dados ndo paramétricos foi realizada a Anélise de Variancia PERMANOVA
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Nitella subglomerata
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Figura 1. Percentual da fracdo de luz usado pelas macroalgas na fotossintese (rendimento quéntico efetivo - ®psy; - listrado), e dissipada na forma
de calor pelo complexo antena (D — cinza claro) e pelo centro de reagdo (E — cinza escuro) quando expostas a mistura de Roundup® (3,5 mgi.a.L

1 e Bratt® (2 mg i.a.L™?). Letras diferentes representam diferencas estatisticas significativas (p < 0.05).
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Oedogonium sp. Nitella subglomerata
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Figura 2. “Quenching” fotoquimico (qP) das espécies de macroalgas analisadas ap6s um (T1) e setes dias (T7) de exposicdo a mistura dos
herbicidas Roundup® (3,5 mg i.a.L™?) e Bratt® (2 mg i.a.L™?). Letras diferentes representam diferencas estatisticas significativas (p < 0.05).
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Concluséo Geral

No presente estudo, foram formuladas trés hipoteses de trabalho que foram, entéo,
testadas a partir da conducdo dos experimentos cujos resultados estdo apresentados nos trés
capitulos desta tese.

A primeira hipGtese previa que as respostas fotossintéticas das macroalgas verdes I6ticas
tenderiam a ser diretamente relacionadas as concentracdes dos herbicidas a base de glifosato
que foram testadas. Neste sentido, esperava-se, inicialmente, que a exposi¢do dos espécimes as
menores concentracdes dos herbicidas deveriam produzir efeitos menos prejudiciais a
fotossintese das espécies analisadas do que aqueles produzidos pela exposicdo as maiores
concentragoes.

Esta hipdtese foi parcialmente corroborada, pois, como apresentado nos Capitulos 1 e
2, ainda que tenha havido uma tendéncia de distingdo na intensidade e na proporcéao de efeitos
significativos nas respostas fotossintéticas das macroalgas entre a concentragdo de 0,28 mg L
e as concentracdes de 3,5 e 6 mg L™, o mesmo ndo ocorreu quando a concentracdo de 3,5 mg
L foi comparada com a concentragdo de 6 mg L. Isto pode ter ocorrido pela relativa baixa
distingdo na magnitude dos efeitos produzidos pelas concentracdes de 3,5 e 6 mg L, quando
ambas sdo comparadas com a concentracio de 0,28 mg L. Esta constataco, por sua vez, leva
a implicagGes ambientais altamente relevantes, uma vez que a ocorréncia de efeitos negativos
similares sobre as respostas fotossintéticas de macroalgas verdes l6ticas para a concentracdo
recomendada pelo fabricante (3,5 mg L™?) e para a concentragdo maxima, até entdo, reportada
no ambiente (cerca de 6 mg L), permite supor que eventos de contaminagao que causam danos
severos na fotossintese destes organismos podem ser mais recorrentes, tanto no tempo como no
espaco, do gque se imagina. A preocupacdo com este tipo de questdo ambiental se agrava a
medida que se observou, como apresentado no Capitulo 1, que danos fotossintéticos
significativos (p.ex., reducéo de -42,1% na taxa de fotossintese liquida de Nitella microcarpa
var. wrightii exposta ao Roundup®) foram identificados j& para a menor concentracao testada,
cuja referéncia é tido como o limite legal proposto na legislacao brasileira para aguas destinadas
a irrigacdo e consumo animal.

Pela segunda hipdtese testada no presente estudo, esperava-se que a administracao
conjunta de Roundup® (3,5 mg L-1) e Bratt® (2 mg L) fosse capaz de gerar maiores efeitos
inibitdrios nas respostas fotossintéticas das espécies de macroalgas investigadas. Contudo, o
padrdo de resposta fotossintética observado foi surpreendentemente o oposto, refutando

integralmente esta hipotese inicial (ver Capitulo 3). A combinacdo dos herbicidas testados
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produziu apenas pequenas alteraces nas respostas fotossintéticas para todas as espécie de
macroalgas testadas. Mesmo para Oedogonium sp., espécie que registrou os parametros de
fluorescéncia da clorofila a inibidos pela mistura de herbicidas, apresentou mais alteragdes
significativas quando submetida a exposicdo exclusiva de Roundup® ou de glifosato grau
técnico, especialmente na concentracdo de 3,5 mg L. Até mesmo o AMPA na concentragéo
de 0,03 mg L™ foi capaz de gerar mais alteracdes significativas nos parametros fotossintéticos
mensurados do que o observado para a mistura de Roundup® e Bratt®. Um resultado que
divergiu deste padrédo geral, que aparentemente expde um efeito antagdnico entre os herbicidas
a base de glifosato e 2,4-D, foi registrado para Spirogyra sp. Para este tdxon, muitas variaveis
fotossintéticas mostraram ser bastante sensiveis a exposicao a esta combinacdo de herbicidas,
assim como ja havia sido percebido nos experimentos realizados com os herbicidas
administrados individualmente (ver Capitulo 2). Estes resultados, alids, sugerem que Spirogyra
sp. pode ser considerada, entre as macroalgas testadas, como aquela que melhor representaria
um bioindicador ideal na identificacdo de contaminacdo de ambientes I6ticos de baixa ordem
pelos herbicidas testados.

Sobre as variaveis fotossintéticas analisadas, ainda que seja dificil interpretar e conciliar
os métodos de evolucgdo do oxigénio dissolvido com os parametros da fluorescéncia da clorofila
a, a utilizacdo conjunta desses métodos mostrou-se satisfatdria para a deteccdo das anomalias
geradas pelos herbicidas testados analisados neste trabalho. Uma vez que a técnica da
fluorescéncia da clorofila a avalia as etapas de conversao da energia luminosa em transporte de
elétrons dentro do fotossistema Il e que a técnica da evolugdo do oxigénio dissolvido esta mais
relacionado com o processo de fixacdo de carbono propriamente dita (Tait et al., 2017), nem
sempre é possivel reportar um efeito que seja perceptivel pelos dois métodos simultaneamente.
Tal situacdo foi identificada em algumas andlises realizadas nestes experimentos, com
determinados efeitos negativos sendo reportados para parametros relativos a fluorescéncia da
clorofila a sem um concomitante efeito sobre a taxa de fotossintes liquida ou de respiracdo no
escuro. O inverso também foi reportado, com efeitos negativos detectaveis nas taxas de
fotossintese liquida e respiracdo no escuro sem que haja qualquer sinalizacdo por parte dos
pardmetros de fluorescéncia da clorofila a. Essa distin¢do no nivel de sensibilidade entre os dois
métodos, provavelmente, pode ser atribuida as duas diferentes vias de atuacdo do glifosato na
fotossintese: a primeira mais relacionada ao consumo da eritrose-4-fosfato, que atua na
regeneracdo da ribulose-1,5-bifosfato, e portanto, na fixacdo de carbono (Geiger et al., 1986;
1987; Shieh et al., 1991), e tendendo a ser mais perceptivel pela evolugdo do oxigénio

dissolvido; enquanto que a segunda via esta mais relacionada a redugéo na sintese de proteinas
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associadas ao seu centro de reacdo do fotossistema Il (Vivancos et al., 2011; Yanniccari et al.,
2012), e da inibicdo da sintese de carotenoides (Gomes et al., 2017), efeitos que tenderiam a
ser mais perceptiveis pela fluorescéncia da clorofila a. Essa diversidade de atuacédo do herbicida
glifosato na fotossintese demonstra que conciliar os dois métodos pode ser importante para a
deteccdo e compreensdo desses efeitos de forma mais ampla e integrada.

A terceira hipotese levantada no presente estudo sugeria que o tempo de exposicao das
macroalgas aos herbicidas deveria aumentar a magnitude dos efeitos negativos sobre a resposta
fotossintética das macroalgas verdes loticas. De modo geral, embora nem todos os efeitos
reportados sejam inibitorios na fotossintese, os resultados dos experimentos indicam que esta
hipotese foi corroborada ao revelar que os efeitos significativos foram mais recorrentes, e ao
mesmo tempo mais expressivos (estimulando e/ou inibindo a fotossintese), no sétimo dia (T7)
guando comparado ao primeiro dia de exposicdo (T1). Talvez, os efeitos reportados para a
mistura de herbicidas gere dividas quanto a corroboracdo dessa hip6tese, uma vez que, a maior
parte dos efeitos significativos foram reportados em T1. Contudo, como j& foi discutido
anteriormente, a reducdo do nimero de efeitos significativos em T7 se deveu, provavelmente,
ao efeito antagdnico entre os herbicidas glifosato e 2,4-D, e ndo a uma auséncia de sensibilidade
por parte das macroalgas testadas. Adicionalmente, a quantidade de resultados significativos
para a interacdo entre tempo de exposicdo e o tratamento com os herbicidas confirmam esta
tendéncia.

Por fim, o presente trabalho representa apenas uma contribuicéo inicial para uma vasta
area de estudos, extremamente complexa, e carente de informacdes. Contudo, espera-se que
este trabalho seja suficiente para encorajar e direcionar a condugdo de novas pesquisas desta

natureza, considerando a comunidade de produtores primarios de ambientes aquaticos tropicais.
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Material Suplementar

Detalhamento dos métodos analiticos utilizados nos estudos experimentais

Método da evolucéo do oxigénio dissolvido - Técnica dos frascos claros e escuros

Nesta analise, as mudancas na concentracdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura
determinam as taxas de fotossintese liquida e a respiragdo no escuro (Littler & Arnold, 1985;
Thomas, 1988), foram avaliados seguindo os mesmos procedimentos descritos por Necchi &
Zucchi (2001) e Vieira & Necchi (2003) (Figura 1).

As concentracdes inicial e final do oxigénio, tomadas antes e apds cada um dos periodos
de incubacdo para cada dia da anélise (1 e 7 dias ap0s a exposic¢do ao herbicida) foram medidas
com o0 uso de um oximetro de bancada equipado com uma sonda com auto-agitagdo (Yellow
Springs Instruments, modelo 5100).

Para a analise da fotossintese liquida, cinco réplicas de fragmentos do talo ou talos
inteiros das espécies estudadas sdo colocadas em frascos de 110 mL de vidro com 98,5 % de
transparéncia (os chamados frascos claros), e mantidas em condi¢6es constantes de temperatura
(20 +0,5°C), iluminac&o (140 umol.ms?) e agitagdo (100 + 2,5 r.p.m.). O tempo de incubagio
em cada andlise € de 60 minutos e, para evitar respostas fotossintéticas enviesadas por possiveis
diferencas geradas pelo posicionamento das réplicas em relacdo a fonte de luz, os frascos
contendo as amostras algais séo reposicionados dentro da incubadora de modo que cada frasco
ocupe todas as posi¢cGes com 0 mesmo periodo de tempo para cada posic¢éo.

Em adicdo, para o célculo da respiracdo no escuro, foram repetidos 0os mesmos
procedimentos descritos acima para a fotossintese liquida, porém mantendo as amostras algais
em frascos ambar (os chamados frascos escuros) em condi¢es de auséncia de iluminagéo.
Nesse caso, 0s experimentos, realizados em triplicata, foram mantidas inicialmente no escuro
ainda dentro dos frascos erlenmeyer por 30 minutos para sessar a fotossintese e entdo
transferidos para os frascos &mbar escuros para a realizacdo da analise de fato.

Os célculos dos valores de fotossintese liquida e respiracdo no escuro foram realizados
de acordo com o proposto por Littler & Arnold (1985) através das formulas: FL = [(F)-
(D]*VITI/PS e R = [()-(F)]*VITI/PS, onde FL é a fotossintese liquida; (F), concentracdo final
de oxigénio dissolvido apds o periodo de incubacdo; (I), concentracdo inicial de oxigénio
dissolvido antes do periodo de incubacdo; (V), volume do meio no frasco; (Ti), tempo de

incubacéo; (PS), peso seco da amostra e (R), respiracdo no escuro.
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Figura 1. Bancada para a analise dos frascos claros e escuros.

Método da mensuracdo da concentracdo da clorofila a

Apos a determinacdo da fotossintese liquida e dos parametros da fluorescéncia da
clorofila, os espécimes foram submetidos as analises de concentracao de clorofila a corrigida
da feofitina por espectrofotometria (Biospectro modelo SP220). As leituras foram realizadas
nos comprimentos de onda 665 e 750 nm, utilizando-se acetona 90% para a calibracao (branco
da amostra) (Wetzel & Likens, 2000). As concentracdes deste pigmento, em pg.mg™ de peso
seco, foram determinadas através das seguintes formulas: [clorofila a] = (Eb — Ea) x 26,7 X V.
Onde (Eb) corresponde a absorbancia da amostra antes da acidificacdo (A665 — A750); (Ea),
absorbancia da amostra ap6s a acidificacdo (A665 — A750); (V), volume da amostra que
corresponde a 10 mL.

Por fim, as amostras de macroalgas foram levadas a estufa de secagem onde ficam por
24 horas a 70°C até que seja obtida uma massa constante. Apos esse procedimento, as amostras

sdo pesadas em balanca analitica (Shimadzu, AUW?220D) para a determinacdo da massa seca.
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Figura 2. Biospectro modelo SP220.

Método da avaliacéo de paréametros fotossintéticos utilizando a analise da fluorescéncia da
clorofila a

As medidas de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas utilizando o fluorémetro
subaquatico Diving-PAM (Walz, Effeltrich, Germany). Apds o periodo de aclimatagdo no
escuro (30 minutos — Lichtenthaler et al., 1981; Yannicari et al., 2012), Nos dias T1 e T7, cinco
réplicas de cada tratamento foram mantidas em tubos falcon adaptados para o posicionamento
da fibra dptica (Figuras 1 e 2), contendo meio de cultura suficiente para encobrir o talo da
macroalga. A fibra Optica foi posicionada a aproximadamente 10 mm da amostra de forma que
a fluorescéncia inicial aclimatada ao escuro (Fo) alcancasse um valor entre 300-500 unidades,
dentro das mesmas configuragdes do “measure ligth” para todas as amostras (measure light
intensity = 3; gain = 4; damp = 2). A Curva de Inducdo (Schreiber et al.,1995) € iniciada
acionando a op¢ao “Inductive Curve”.

A Curva de Inducéo foi realizada utilizando-se luz actinica com intensidade de 285 umol
fotons.m2.s1, e pulsos de saturagdo a cada 15 segundos, com duracdo de 0,8 segundos e
intensidade de 2000 pmol fotons.m™.s%. Os parametros analisados foram:

1) Rendimento quéntico efetivo do fotossintema II (“effective quantum yield”) (®psn),
que indica a eficiéncia fotoquimica (eficiéncia de captura de energia) dos centros de reacao

abertos do PSII de uma planta aclimatada a luz. Calculado a partir da formula AF/Fm’, onde
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AF =Fm’ — Ft, sendo que Fm’ ¢ a fluorescéncia maxima de uma amostra aclimatada a luz e Ft
é a fluorescéncia transitoria. (Genty et al., 1989; Necchi, 2005; Schreiber et al., 1995).

2) “Quenching” fotoquimico (“Photochemical quenching”) (qP), usado para indicar a
proporcéo de centro de reacdo aberto no PSII, calculado pela formula (Fm’ — Ft)*(Fm’ — Fo’)
(Baker & Rosenqvist, 2004).

3) Dissipacao de calor no complexo antena do PSII (“heat dissipation in the antena”)
(D), que estéa relacionado ao ciclo das xantofilas, e portanto, a dissipacdo do excesso de energia
na forma de calor para evitar danos ao PSII, calculado pela formula 1-(Fv’*Fm’™?), onde Fv’
corresponde a diferenga entre a maxima fluorescéncia (Fm”) e a minima (Fo’) fluorescéncia da
planta adaptada ao claro (Demmig-Adams et al., 1996).

4) Dissipag¢ao de calor pelo centro de reagcdo do PSII (“heat dissipation in reaction
centers”) (E), corresponde ao excesso de energia dissipada na forma de calor de forma néo
controlada e que potencialmente pode causar danos oxidativos ao PSII, calculado como (1 —
qP)*(Fv’*Fm’!) (Demmig-Adams et al., 1996).

Os valores desses parametros foram tomados (®psii € qP) ou calculados (D e E) a
partir do ultimo pulso gerados na Curva de Inducéo, no qual a curva se apresenta maior
estabilidade (Murchie & Lawson, 2013).
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Figura 3. llustragdo da energia absorvida nos fotossistemas e utilizada nas etapas
fotoquimicas da fotossintese e dissipadas na forma de calor e fluorescéncia. Retirado de
Schreiber, 1995.
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Figura 4. Respresentacdo de uma tipica cinética de fluorescéncia da clorofila a.
Retirado de Murchie & Lawson, 2013.

Figura 5. Bancada para a realizagdo da analise de fluorescéncia da clorofila a
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Figura 6. Tubos falcon adaptados para a analise de fluorescéncia de clorofila a
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